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Resumo

Os residuos das podas do olival constituem um residuo agricola largamente disponivel em
Portugal. Estima-se que as quantidades de material produzido anualmente nas podas do Olival
possam ascender a 290 000 toneladas por ano. Este material, sem qualquer utilizacao
comercial até ao presente, pode assim ser valorizado servindo como matéria-prima para a
producao de etanol de segunda geracao. Este processo exige a realizacdo de trés etapas
sequenciais: pré-tratamento, hidrolise enzimatica e fermentacao.

O objectivo do presente trabalho consiste em avaliar o potencial de producao de etanol de
segunda geracdo com base na libertacdo de aclcares resultante de diferentes pré-
tratamentos e da hidrolise enzimatica subsequente.

Neste trabalho foram testados quatro pré-tratamentos: 1) com acido sulfurico diluido
[temperatura: 60 a 180 ° C, tempo: 30 a 120 minutos e concentracao de H,SO,4: 0,50 a 5,00%
(w/w)], 2) com hidréxido de sdédio [temperatura: 40 a 140 °C, tempo: 20 a 120 minutos e
concentracao de NaOH: 0,31 a 61,9 % (w/w)], 3) com hidroxido de sodio e perdxido de
hidrogénio [tempo de 45 minutos, temperatura: 40 a 140 °C, concentracao de NaOH: 0,31 a
6,19% (w / w) e concentracao de H,0,: 0,31 a 6,19% (w/w)] e 4) com amoniaco [temperatura:
50 a 100 ° C, tempo: 60 a 480 minutos e concentracao de NHs: 1,00 a 15,00% (w/w)].

Os ensaios de hidrolise enzimatica nos residuos solidos dos pré-tratados foram realizados com
uma concentracao de solidos de 5% (w/v), em tampao citrato 50mM com pH de 4,8 e com
uma concentracao de BSA de 60mg/g de biomassa seca. A mistura de reaccao foi incubada a
50°C, durante 174h, num agitador orbital com agitacdo de 150rpm. Para a hidrolise
enzimatica foram utilizados trés complexos enzimaticos comerciais da Novozymes
(Dinamarca), NS22086 (complexo de celulases - 148FPU/ml), NS22118 (b-glucosidase - 426 p-
NPGU/ml) e NS22083 (Xilanase - 7498 IU/ml) tendo sido testadas duas cargas enzimaticas
6FPU/g de substrato, 18 p-NPGU/g de substrato, 18 IU/g de substrato e 18FPU/g de substrato,
36 p-NPGU/g de substrato, 36 IU/g de substrato.

A biomassa utilizada apresentou uma composicao em hidratos de carbono de 51,25% sendo a
glucose o principal constituinte com 33,59%. Os teores de lenhina e extractaveis
determinados na biomassa foram respectivamente de 24,96% e 15,84%.

O pré-tratamento realizado com acido sulfirico com uma concentracao de 4,09% (w/w),
durante 102 minutos e com uma temperatura de 156°C apresentou um rendimento de 84%na
hidrolise enzimatica realizada com 18FPU/g de substrato, 36 p-NPGU/g de substrato e 36 1U/g
de substrato. Nestas condicGes atingiu-se a maior taxa de aclcares disponiveis para
fermentacao, correspondendo a soma dos aclcares libertados para o hidrolisado durante o
pré-tratamento com os acUcares libertados durante a hidrolise enzimatica, a 90% dos

aclcares existentes na biomassa.
Palavras-chave
Podas de olival, etanol de 22 geracdo, pré-tratamento, hidrélise enzimatica
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Abstract

Waste from pruning of olive grove is a largely agricultural residue available in Portugal. It is
estimated that the quantity of material produced annually in the olive pruning may amount to
290 000 tons per year. This material without any commercial use, up to present, can be used
as a raw material for the production of second generation ethanol. This process requires the
completion of three sequential steps: pretreatment, enzymatic hydrolysis and fermentation.
The aim of this study is to evaluate the potential production of second generation ethanol
based on the release of sugars resulting from different pretreatments and subsequent
enzymatic hydrolysis. In this work, 4 pretreatments were tested: 1) with dilute sulfuric acid
[temperature: 60 to 180 ° C, time: 30 to 120 minutes and H,SO,4 concentration: 0,50 to 5,00%
(w/w)], 2) with sodium hydroxide [temperature: 40 to 140 °C, time: 20 to 120 minutes and
NaOH concentration: 0,31 to 61,9 % (w/w)], 3) with sodium hydroxide and hydrogen peroxide
[time:45 minutes, temperature: 40 to 140 °C, NaOH concentration: 0,31 to 6,19% (w / w) and
H,0, concentration: 0,31 to 6,19% (w/w)] and 4) with ammonia [temperature: 50 to 100 ° C,
timeo: 1 to 8 hours and NH; concentration: 1,00 a 15,00% (w/w)].

Enzymatic hydrolysis experiments on pretreated solid fraction were performed at 5% (w/v)
solid concentration in 50 mM citrate buffer with pH 4.8 and a BSA concentration of 60 mg/g
dry biomass. The reaction mixture was incubated at 50°C for 168 h in an orbital shaker with
agitation at 150 rpm. Three commercial enzyme preparations from Novozymes (Denmark),
NS22086 (cellulase complex - 148FPU/ml), NS22118 (b-glucosidase - 426 p-NPGU/ml) and
NS22083 (Xylanase - 7498 IU/ml), were used in enzymatic hydrolysis. Two enzyme
concentrations were tested: 6FPU enzyme/g of substrate, p-NPGU 18/g of substrate, 18 IU/g
substrate and 18FPU/g of substrate, p-NPGU 36/g of substrate, 36 1U/g of substrate.

Total carbohydrate content of the initial biomass was 51.25%, in which glucose was the major
constituent with 33.59%. Contents of lignin and extractable found in biomass were 24.96% and
15.84%, respectively.

The pre-treatment carried out with sulfuric acid with a H,5S0, concentration of 4.09% (w / w)
for 102 minutes at a temperature of 156 °C, performed with 18FPU / g of substrate, 36 p-
NPGU / g substrate and 36 IU / g of substrate, has presented a enzymatic hydrolysis yield of
84%. In these conditions, 90% of sugars were available for fermentation, corresponding this
value to the sum of the sugars released into the hydrolyzate during the pre-treatment with

the sugars released during enzymatic hydrolysis.

Keywords

Pruning of olive groves, 2" generation ethanol, pretreatment, enzymatic hydrolysis
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Introducao

As fontes de energia renovaveis caracterizam-se, em termos gerais, pela sua disponibilidade
descentralizada, por apresentarem uma capacidade de se auto-regenerarem em curtos
periodos de tempo e pelos reduzidos impactes ambientais decorrentes da sua utilizacdo. A
procura pelos recursos energéticos endogenos podera dar um importante contributo para a
reducao do consumo de energia fossil, com reflexos directos sobre os preocupantes impactes
ambientais a si associados, permitindo assim, a melhoria da qualidade do ar, da salde das
populacdes, bem como, a reducao/ controlo da importante e crescente poluicao industrial e
urbana, com respectivas implicacées para o aquecimento global. A promocao das energias
renovaveis permite, para além da reducdo da dependéncia energética também a
diversificacdo geografica da energia primaria, ou seja, a possibilidade desta ser produzida
numa geografia mais alargada (reducdo da dependéncia estratégica). Neste ultimo ponto é
usual ouvir falar de producao de energia descentralizada, quer isto dizer que a sua producao
¢ realizada de acordo com a distribuicdo do recurso, gerando por isso, um desenvolvimento
alargado a todo o territorio, e nao apenas as regioes mais industrializadas. Este facto pode
assim, tornar esta energia determinante na promocao da economia e na criacao de emprego
em regiodes rurais.

Em 2011 o sector dos transportes representava em Portugal 35,8 % do consumo final de
energia (DGEG, 2013). Esta importante percentagem é partilhada pela maioria das sociedades
desenvolvidas criando uma dependéncia energética com consequéncias ambientais dificeis de
contornar. Actualmente, os EUA e o Brasil sao os maiores produtores de bioetanol utilizando
respectivamente para a sua producdao Milho e Cana-de-agucar (OECD-FAO, 2011). Sem
surpresas, a crescente procura energética e em particular de biocombustiveis exigira no
futuro um acréscimo exponencial nas quantidades de matéria primas requeridas provocando
um grande desequilibrio no mercado alimentar, seja por substituicdo do destino do produto
(cereais), seja pela conversao de terras de criacao de gado em plantacoes de Cana-de-
Aclcar. Eticamente nao é aceitavel a utilizacdo de alimentos para a producao de
combustiveis para os transportes, em detrimento da alimentacao humana e animal. Com vista
a corrigir esta situacao, a Uniao Europeia a partir de 2006 faz a distincao entre bioetanol de
primeira geracdo, como aquele onde a matéria-prima provém do sector alimentar, e o
bioetanol de segunda geracdo, aquele que se obtém utilizando matérias-primas que nao
provém desse sector (UE, 2006). Todavia, os processos de obtencdo de bioetanol de segunda
geracao sao mais complexos envolvendo tecnologias e processos em desenvolvimento sendo,
no presente, mais onerosa a sua producao. No entanto, os avancos que se esperam obter em
termos laboratoriais sugerem que num futuro préoximo a producdo de biocombustiveis de
segunda geracao possa ser competitiva.

A producao de etanol por métodos bioquimicos baseia-se na aplicacdo de um conjunto de
processos de extraccao, separacao e de conversao biologica dos componentes elementares da

biomassa como meio de produzir biocombustiveis, bioprodutos e bioenergia. Os processos
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utilizados na plataforma bioquimica tém o objectivo de extrair os aclicares simples existentes
nos componentes principais dos materiais lenhocelulosicos (celulose, hemiceluloses e lenhina)
através da quebra das estruturas polimerizadas da celulose e da hemicelulose seguida do
posterior processo fermentativo, no qual através da accdo de alguns microorganismos o
acucar é convertido em etanol. Como os acUcares nos materiais lenoceluldsicos ndo se
encontram acessiveis ao tratamento enzimatico, é necessaria a realizacao prévia de um pré-
tratamento, podendo este ser efectuado por métodos quimicos, térmicos ou biologicos.

Apos o pré-tratamento, na etapa de hidrdlise enzimatica a quebra das estruturas
polimerizadas da celulose e hemicelulose passa a ser realizada por intermédio de
carbohidrolases, convertendo-se estas moléculas em acUcares simples passiveis de serem
digeridos pelos organismos fermentativos. Na etapa de fermentacao sao por norma utilizadas
leveduras, geneticamente modificadas, de forma a aumentar a quantidade de hidratos de
carbono que sao convertidos em etanol.

A producdo de etanol a partir da utilizacdo dos residuos das podas do olival permitira
valorizar um residuo agricola, comum nos paises da orla da bacia do mediterraneo, sem
qualquer utilizacdo comercial, numa matéria-prima passivel de ser utilizada na producao de
etanol de 2?2 geracdo. A viabilidade pratica dos projectos de producdo de etanol a partir de
material lenhocelulésico pode ainda ser melhorada se, para além do etanol, existir o
aproveitamento dos compostos intermédios que sdo gerados na sua producao aplicando um
conceito de biorrefinaria.

O objectivo deste trabalho consiste em analisar o potencial de producao de etanol de 2°
geracao a partir dos residuos das podas do olival. Esse potencial sera avaliado com base na
libertagdo de acglcares disponiveis para fermentacdo resultantes de diferentes pré-
tratamentos e da hidrolise enzimatica subsequente.

Os pré-tratamentos serao realizados com acido sulfurico, com hidroxido de sodio, com
hidréxido de sédio com adicao de perdxido de hidrogénio e com amoniaco sendo as condicoes
de ensaio, em cada um deles, resultantes de modelacao estatistica. Posteriormente na etapa
de hidrolise enzimatica testar-se-do duas cargas de enzimas, de modo a perceber a influéncia
da quantidade de enzimas utilizada na libertacdo de aclicares da biomassa para o processo
fermentativo.

0 trabalho apresentado encontra-se estruturado em 4 capitulos.

No primeiro capitulo realizamos a revisdo bibliografica comecando por um enquadramento do
contexto energético no sector dos transportes no subcapitulo 1.1, aproveitando para
diferenciar os biocombustiveis de 12 dos de 2® geracao. Neste subcapitulo também realizamos
o levantamento das disponibilidades de biomassa em Portugal caracterizando-se com maior
detalhe a biomassa resultante do sector olivicola.

A composicao do material lenhoceluldsico € realizada no subcapitulo 1.2 com a caracterizacao
dos seus constituintes: celulose, hemiceluloses, lenhina e extractaveis. Posteriormente,
realizamos no subcapitulo 1.3 uma caracterizacdo dos pré-tratamentos que serao utilizados

no presente trabalho, ndo deixando contudo de descrever sumariamente
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outros pré-tratamentos existentes. O processo de hidrolise enzimatica com a descricdao da
actuacdo dos diferentes complexos enzimaticos, bem como dos factores que podem
condicionar negativamente ou positivamente esta etapa, € apresentada no subcapitulo 1.4.
No subcapitulo 1.5 faz-se uma breve descricdo do processo fermentativo sendo depois
apresentado no subcapitulo 1.6 as diferentes possibilidades de integracdo de processos na
producao de etanol de 2* geracdo. Finalmente no subcapitulo 1.7 sdao apresentadas as
unidades industriais de producao de etanol de 2? geracao mostrando a sua localizacao e
capacidade de producao.

No segundo capitulo descrevemos a metodologia utilizada para a realizacdo dos ensaios
realizados.

No capitulo dos resultados (capitulo 3) comecamos por apresentar, no subcapitulo 3.1, a
composicao quimica do material lenhocelulésico utilizado no presente trabalho. Nos
subcapitulos 3.2, 3.3, 3.4 e 3.5 apresentamos os resultados respectivamente dos pré-
tratamentos com acido sulflrico, com hidroxido de sodio, com hidroxido de sodio com adicdo
de perdxido de hidrogénio e com amoniaco. No subcapitulo 3.6 apresentamos os resultados da
hidrélise enzimatica dos residuos solidos resultantes dos ensaios de maior severidade dos pré-
tratamentos efectuados.

Finalmente, no capitulo 4 enunciaremos as principais conclusées resultantes do presente

estudo.

XXXI



XXXI1i



Capitulo 1 - Revisao Bibliografica



1.1 - Contexto energético

1.1.1 - Os combustiveis fosseis no sector dos transportes

Impulsionada pelo aumento da industrializacao e da populacao, a procura global por energia e
matérias-primas esta em constante crescimento. Uma vez que as principais fontes mundiais
de energia e produtos quimicos tém origem nos combustiveis fosseis, este crescimento
levanta importantes questdes a nivel ambiental, econémico e social. O petroleo é explorado
num ritmo muito mais rapido do que a sua regeneracao natural no planeta, através do ciclo
do carbono, estando ainda a sua localizacao confinada a um ndmero limitado de paises. Estes,
nem sempre com estabilidade politica conduzem a uma forte oscilacdo nos precos face as
duvidas de abastecimento e producao. O encarecimento do petrdleo, de $31.34 em 2004 para
$102.52 em 2013 (World Bank, 2013), ndo se deve a diminuicdo da sua producdo, mas antes
ao aumento do consumo, especialmente na regido asia-pacifico, aliado ao aumento dos custos
na sua exploracao. Na Figura 1.1 podemos observar a evolucao regional do consumo de

petrdleo, entre 1987 e 2012, expressa em milhdes de barris diarios.
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Figura 1.1 - Evolucéo regional do consumo de petrdleo entre 1987 e 2012 expresso em milhdes
de barris diarios (BP, 2013)

O aumento da producdo de petroleo nos Ultimos anos tem sido incrementado através da
exploracao de depositos oceanicos localizados a grandes profundidades (offshore deepwater),
com custos elevados, e por exploracbes designadas de nao convencionais (onshore
unconventional) de que sdao exemplo o gas de xisto e as areias betuminosas, com fortes

implicacdes a nivel ambiental.



Desta producao mundial de petrdleo, o sector dos transportes foi responsavel, em 2010, pelo
consumo de 2 196 milhdes de toneladas equivalentes de petrdoleo (Mtep) quando em 1973 este
valor se situava nos 1 021 Mtep. Esta evolucao equivale a um aumento de 115%, entre 1973 e

2010. A figura 1.2 apresenta a evolucao do consumo sectorial do petroleo entre 1973 e 2010.
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Figura 1.2 - Evolucdo do consumo sectorial do petroleo entre 1971 e 2010 em Mtep

(IEA, 2012)

0 aumento do consumo de petroleo conduz a um aumento das emissdes dos gases com efeito
de estufa (GEE), particularmente visivel na contabilizacdo das emissdoes de CO,. Entre 1973 e
2010 as emissées de CO, aumentaram no sector dos transportes de 7 912 para 10 948 Mton,
correspondendo a um aumento de 38,4% (IEA, 2012). As emissdes de GEE, provocadas pela
utilizacdo de combustiveis fosseis desde a revolucédo industrial, sdo consideradas por inUmeros
especialistas como causadoras de alteracoes climaticas.

O protocolo de Quioto assinado em 1998, do qual Portugal foi pais signatario, teve como
objectivo limitar a emissdao de GEE (CO,, CH4, N,0 e PFCs) nomeadamente através da

tributacao de veiculos com base nas emissoes de CO, (OCDE, 2011).

1.1.2 - Biocombustiveis

A introducdo de biocombustiveis no sector dos transportes no espaco europeu foi
regulamentada através Directiva n° 2003/30/CE, do Parlamento Europeu e do Conselho, de 8
de Maio. Esta directiva teve como objectivos principais dar cumprimento ao estabelecido no
protocolo de Quioto (Directiva 2003/30/CE ponto 6), reduzir a importacao de combustiveis
fosseis, dos quais a comunidade europeia se encontra dependente (Directiva 2003/30/CE
ponto 7) e paralelamente criar novas oportunidades para um desenvolvimento rural
sustentavel alicercado numa agricultura multifuncional (Directiva 2003/30/CE ponto 15).

Em Portugal a utilizacdo de biocombustiveis nos transportes foi regulamentada através do
Decreto-Lei n° 62/2006, de 21 de Marco, que transp0Os para o direito nacional a Directiva n°
2003/30/CE, no qual sdao definidas as quotas minimas de incorporacdo de biocombustiveis.
Complementarmente, o Decreto-Lei n° 66/2006, de 22 de Marco, alterou o Codigo dos

Impostos Especiais de Consumo (CIEC), prevendo nomeadamente que os biocombustiveis
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beneficiassem de isencdo, total ou parcial, de imposto sobre produtos petroliferos e
energéticos (ISP), e estipulou condicées de concessdao do beneficio. O Decreto - Lei n.°
117/2010, de 25 de Outubro, que transpde para a ordem juridica interna os artigos 17.° a 19.°
e os anexos lll e V da Directiva n.° 2009/28/CE, do Conselho e do Parlamento Europeu, de 23
de Abril, e 0 n.° 6 do artigo 1.° e o0 anexo IV da Directiva n.° 2009/30/CE, do Parlamento
Europeu e do Conselho, de 23 de Abril, estabelece os critérios de sustentabilidade para a
producao e utilizacdao de biocombustiveis definindo os limites de incorporacao obrigatéria de
biocombustiveis de 2011 a 2020. A tabela 1.1 apresenta as taxas de incorporacao de
biocombustiveis que deverao ser cumpridas em Portugal de 2011 a 2020 de acordo com o
Decreto - Lei n.° 117/2010, bem como as quantidades, em toneladas, de gasolina e gasoleo,
que deverao ser substituidas, considerando o consumo verificado em 2011 (DGEG, 2013) e

aplicando o teor de incorporacao de igual modo nos dois combustiveis.

Tabela 1.1 - Teores de incorporacao de biocombustiveis, em teor energético em Portugal para
o sector dos transportes de acordo com o Decreto - Lei n.° 117/2010 e quantidades de
gasolina e gasoleo que devem ser substituidas por biocombustiveis considerando o consumo
verificado em 2011 (DGEG, 2013)

Ano Teores de  Substituicdo  Substituicao
incorporacao gasolina 2011 gasdleo 2011

(ton.) (ton.)

2011 e 2012 5,0% 62 459 235775
2013 e 2014 5,5% 68 705 259 353
2015 e 2016 7,5% 93 689 353 663
2017 e 2018 9,0% 112 426 424 396
2019 e 2020 10,0% 124 918 459 552

Em termos mundiais a producdo de biocombustiveis encontra-se concentrada no continente
americano sendo dominada pela producdao de etanol. No espaco europeu verifica-se uma
situacado inversa, suplantando a producao de biodiesel largamente a producao de etanol. A
figura 1.3 apresenta a producao mundial de etanol e biodiesel, em termos regionais, expressa

em milhdes de toneladas equivalentes de petréleo (Mtep)
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Figura 1.3 - Producao mundial de biocombustiveis em 2002 e 2012 expressa em Mtep
(BP, 2013)

Em Portugal ndo existe até ao momento producao de etanol, importando o pais gasolina com
incorporacao de etanol de outros estados membros, de modo a perfazer a quota de
incorporacao definida institucionalmente. No entanto, Portugal produziu em 2011 cerca de
351 000 toneladas de biodiesel tendo incorporado nos transportes nacionais toda a sua
producao. Esta quantidade coloca Portugal, em 2011, com uma taxa de incorporacao, em
termos energéticos, de 5,0%. A capacidade instalada em Portugal, em 2011, no conjunto das
seis unidades industriais produtoras de biodiesel ascendia a 575 000 toneladas estando ainda
proposta uma terceira unidade industrial com uma capacidade de 50 000 toneladas (APPB,
2013; Mendes, 2011).

1.1.3 - Biocombustiveis de 1% e 2° geracao

Os biocombustiveis utilizados em Portugal, tal como no resto do Mundo, sao na sua maioria
biocombustiveis considerados de 1° geracao, ou seja, biocombustiveis produzidos a partir de
culturas cerealiferas, como o trigo na Europa ou o milho nos EUA, de culturas oleaginosas,
como a colza, a soja ou o girassol ou de culturas acucareiras como a cana-de-acUcar no Brasil
ou a beterraba sacarina na Europa. A sua utilizacao pretendeu aumentar a seguranca de
fornecimento energético, promover o desenvolvimento das empresas agricolas, reduzir a
importacdo de combustiveis fosseis e mitigar as emissdes de GEE (Sims et al., 2008). No
entanto, a utilizacdo comercial destes biocombustiveis desencadeou uma atencdo muito
grande dos meios de comunicacao, devida ao intenso debate sobre a subida de precos de
alguns alimentos com base na competicdo entre alimentos e biocombustiveis (CNN, 2008)
sendo posteriormente equacionados também os impactes ambientais da sua utilizacdo, a
disponibilidade de terras e a sustentabilidade da sua producao. Por forma a garantir a
sustentabilidade dos recursos desenvolveu-se nos Ultimos anos uma nova vaga de

biocombustiveis denominados como de 2° geracdo, obtidos a parir de biomassa
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lenhocelulosica. A producdo de biocombustiveis de 2* geracao pode gerar como produtos o
etanol celulésico obtido por processos bioquimicos, através da conversdo em etanol da
celulose e hemiceluloses presentes na biomassa (Sims et al., 2008), o bio-dleo Btl (Biomass-
to-liquid) utilizando um processo de pirdlise (Bridgwater, 2001), o gas de sintese (SNG) obtido
por um processo de gasificacdo (Rajvanshi, 1986) e o biodiesel HVO (Hidrotreating of
Vegetable Qils) obtido a partir de hidrocarbonetos parafinicos (Aatola et al., 2008). A figura
1.4 apresenta o fluxograma de producdo de etanol a partir de culturas cerealiferas,

acucareiras e de materiais lenhocelulosicos

Etanol de 1? geracao Etanol de 2? geracao
Materiais lenhocelulosicos
Culturas Culturas Residuos florestais,
aml\;\l'?ﬁeas acucareiras residuos agricolas, matos
T]' ° Cana-de-acucar
rgo Beterraba G
2 8 4 Trituracdo e moagem
Moagem Trituracao e
moagem Pré-tratamento
Hidrolise s .
N E> Acticares ¢| Hidrolise gnZImatlca
) (carbohidrolases)
(amilases) U
Fermentacao

O

Subprodutos <:| Destilacao I:> Desidratacao

2%

Etanol

Figura 1.4 - Producao de etanol de 12 e 22 geracao (adaptado EBTP, 2013)

Globalmente, os biocombustiveis de 2* geracdo possuem a vantagem de nao competir
directamente com a producao alimentar. A utilizacdo de materiais lenhoceluldsicos podera
resultar numa maior producao de biocombustivel por unidade de superficie utilizada, exigindo
menos produtos quimicos e menor consumo de energia para a sua producao, facultando um
rendimento mais elevado em termos de energia liquida produzida por hectare. Assim, aliada a
uma maior sustentabilidade de exploracao dos recursos verifica-se para o etanol celulésico

reducdes significativas nas emissoes estimadas de GEE por unidade de energia produzida
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relativamente aos combustiveis fosseis tradicionais, mas também aos biocombustiveis de 12

geracao, como pode ser observado na figura 1.5.

Biodiesel (rape) AT i,
Biodiesel (soya)
1% generation Biodiesel (palm) i)
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Figura 1.5 - Emissdes estimadas de GEE por unidade de energia produzida nos combustiveis

fosseis e nos biocombustiveis de 12 e 22 geracédo (Centi et al., 2011).

Outro factor importante em termos de sustentabilidade na utilizacdo de biocombustiveis é a
razao entre a energia gerada pelo combustivel face a energia necessaria para a sua producéao.
A tabela 1.2 apresenta para alguns combustiveis o balanco energético e as emissdes
equivalentes de CO, geradas por cada quilometro percorrido. O balanco energético expressa a
razao entre a quantidade de energia produzida pelo combustivel (Energy Output - E,) face a
quantidade de energia necessaria para a sua producao (Energy Input - E;,). A sua leitura
permite-nos verificar que o etanol de cana-de-aclcar, o biogas, o biodiesel produzido pelo
processo de Fischer-Tropsch e o etanol celuldsico, a par de uma reducdo nas emissées de CO,,
podem atingir um balanco energético 8 vezes superior ao da gasolina e do gasoleo, tornando

estes biocombustiveis mais sustentaveis do ponto de vista energético e de emissoes.

Tabela 1.2 - Balanco energético e emissdes equivalentes de CO, por quildmetro de alguns

combustiveis (Cherubini et al., 2009)

Combustivel Eout/Ein g CO, eq./km
Etanol de cana-de-acUcar 4.0 -6,7 50-75

Etanol (milho, trigo, beterraba) 1,2-2,0 100-195
Biogas 2,5-6,7 25-100
Biodiesel (colza, soja, girassol) 1,4-2,5 80-140
Biodiesel por Fischer-Tropsch 2,5-6,7 15-55

Etanol celulosico 2,2 -6,7 25-50
Gasolina 0,8 210-220
Gasoleo 0,8 185-220




1.1.4 - Biomassa residual do sector olivicola

Define-se como biomassa para producdo de energia renovavel, segundo o artigo 2° da
Directiva 2009/28/CE de 23 de Abril de 2009, a fraccdo biodegraddvel de produtos, residuos e
detritos de origem bioldgica provenientes da agricultura (incluindo substdncias de origem
vegetal e animal), da exploracdo florestal e de industrias afins, incluindo da pesca e da
aquicultura, bem como a fracc@o biodegraddvel dos residuos industriais e urbanos. Na tabela
1.3 apresentamos as disponibilidades de biomassa (quantidades superiores a 30 000
toneladas/ano) passiveis de serem utilizadas na producao de biocombustiveis de 2* geracao

em Portugal tendo em conta o seu custo de aquisicao.

Tabela 1.3 - Disponibilidades de biomassa passiveis de serem utilizadas na producéo de
biocombustiveis de 22 geracado tendo em conta o seu custo de aquisicdo
(Dias, 2002; Levy e Cabecas, 2006; Netto, 2008).

Material lenhoceluloésico Quantidade Utilizacao Preco médio
(ton. secas/ano) actual (Euros/ton))
Palhas de trigo 215 000 AA 35,21
Palha cevada 24 000 AA 35,21
Palha centeio 37 000 AA 35,21
Palha arroz 112 000 AA
Caules de milho 791 000 AA 25,00
Caules de girassol 38 000 AA
Residuos florestais 988 000 Inde E 22,37
Matos 600 000 SuU
Residuos das podas da vinha 294 000 SuU
Residuos das podas do olival 147 000 SuU
Residuos da producao de 209 000 R 114,72
farinha de trigo
Residuos do arroz 45 000 Ind
Bagaco de azeitona 61 000 R
120,00

Bagaco de soja 308 000 R 214,48
Bagaco de Girassol 138 000 R 139,66
RSU - papel e cartao 835 187 Rec 90,00

E
RSU - fraccdo organica 497 826 E
Legenda:

AA - alimentacdo animal, Ind - IndUstria, E - Energia, R - Racoes,

Rec - Reciclagem, SU - Sem Utilizacao



A area plantada de olival aumentou mundialmente entre 1991 e 2011, cerca de 29,7%,
passando de 7,4 para 9,6 milhdes de hectares. A sua implantacao encontra-se principalmente
concentrada nos paises da orla do mediterraneo, mas também noutras geografias como no
continente americano ou na Australia. A figura 1.6 apresenta a distribuicao potencial do olival
no mundo e a listagem dos seis paises com maior area de olival registada em 2011. Portugal
ocupava em 2011, a 92 posicdo na lista da FAO, dos paises com maior area de olival e maior
quantidade de azeitona produzida (FAO, 2011).

Paises Area de olival (ha)
Espanha 2 330 400
Tunisia 1779 950

Italia 1144 420
Grécia 850 000
Turquia 798 493

Siria 684 490

Figura 1.6 - Distribuicao potencial do olival no mundo e listagem dos seis paises com maior
area de olival em 2011 (FAO, 2011)

De acordo com os dados do Instituto Nacional de Estatistica (INE, 2013), o olival ocupava em
2012 uma area de 346 778ha sendo a cultura agricola com maior area de ocupacdo, com area
superior ao cultivo de cereais para grao (287 778ha), de culturas forrageiras (225 622) e da
vinha (179 469ha). A distribuicao desta cultura concentra-se como podemos observar na figura

1.7 especialmente nas regides do Alentejo, Tras-os-Montes e Beira Interior.

Entre Douro e

S Minho 881 Trés-os-Montes
‘ 75.266

Algarve 8399

BeiraLitoral
14341

BeiraInterior

Alentejo 164.078 47336

Ribatejo e Oeste
25540

Figura 1.7 - Distribuicao das areas de olival, em 2009, por regiao agraria (INE, 2011)

A biomassa proveniente do sector olivicola compreende os residuos das podas provenientes da
conducao do olival e o bagaco e os efluentes resultantes da producao de azeite. O olival e a

industria associada representam uma importante fonte de biomassa produzindo anualmente
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cada hectare de olival, cerca de 6 toneladas de azeitona e 3 toneladas de residuos de podas
(AAE, 2013). A poda, efectuada obrigatoriamente para a producao do fruto, realiza-se com
uma periodicidade bi-anual ou tri-anual sendo constituida por ramos e casca, em cerca 74,1%,
e por folhas nos restantes 25,9% (Sodean, 2004).

A posterior eliminacao destes residuos € necessaria para evitar o aparecimento de problemas
fitossanitarios, sendo pratica corrente no nosso Pais o amontoamento destes residuos e
posterior queima ou a trituracao e espalhamento nos campos da estilha resultante, com os
consequentes custos de eliminacao associados estimados em 73 €/ha (Herrera, 2012).

Nos Ultimos anos tem-se registado uma conversao de olivais tradicionais (de sequeiro) com
densidades de 100 arvores/ha em olivais super intensivos (de regadio) com densidades muito
elevadas, que podem atingir as 1975 arvores/ha. Estes olivais apresentam um menor tamanho
das arvores, estando organizados em sebes, permitindo desse modo uma maior facilidade de
mecanizacao nas operagdes de poda e recolha de residuos (Ferreira, 2010; Jorge, 2012; Olint,

2013). A figura 1.8 mostra algumas operacoes mecanizadas na exploracao do olival.

Figura 1.8 - Mecanizacao nas operacoes de colheita, poda e recolha
de residuos no Olival (Olint, 2013; Spinelli et al., 2011)
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A producao de azeite em Portugal, pese embora a variabilidade produtiva induzida pelas

condicoes climaticas de ano para ano, tem aumentado consistentemente nos Ultimos anos em

Portugal. Esse crescimento deve-se principalmente a alteracdo da produtividade de azeitona

por hectare, uma vez que a area de ocupacao da cultura tem-se mantido praticamente

inalteravel. A tabela 1.4 apresenta a evolugao, entre 2007 e 2011, da producao de azeite, da

producao de azeitona e da area de ocupacao do olival em Portugal Continental.

Tabela 1.4 - Evolucao entre 2007 e 2011 da producao de azeite, producao de azeitona e da

area de ocupacao do olival

Producao de azeite

Producao de azeitona

Area de olival

Ano (hl) (ton.) (ha)
(INE, 2012a) (INE, 2012b) (INE, 2013)
2011 831914 510 773 345 683
2010 686 832 435 009 343 219
2009 681 850 414 687 344 199
2008 587 422 336 479 347 140
2007 353 574 203 968 347 369

Relativamente aos residuos provenientes da producao de azeite eles diferem de acordo com a

tecnologia de transformacao utilizada. A tabela seguinte apresenta, em funcao da tecnologia

de extraccao, as quantidades de azeite e residuos produzidos.

Tabela 1.5 - Percentagens de azeite e residuos obtidos em funcao da tecnologia de extraccao

(Caputo et al., 2003)

Tipo de ’ Quantidades
lagar Entradas Quantidades Saidas oroduzidas
Azeitona 1 000kg Azeite 200kg
Prensas Agua de lavagem 0,1-0,12 m* Bagaco 400kg
Efluente 400 - 600L
Azeitona 1 000kg Azeite 200kg
Trés fases Agua de lavagem 0,1-0,12 m* Bagaco 400-500kg
Agua de decantacdo 0,5-1,0m*® Efluente 1000 - 1200L
Azeitona 1 000kg Azeite 200kg
Duas fases  Agua de lavagem 0,1-0,12 m* Bagaco 400kg
Efluente 85-110L
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1.2 - Composicao da biomassa lenhocelulésica

0O material lenhocelulosico pode ser geralmente dividido em quatro componentes principais:
celulose (30 a 50%), hemicelulose (15 a 35%), lenhina (10 a 30%) e outras substancias que nao
fazem parte da parede celular representadas essencialmente por extractaveis e por
compostos minerais presentes em pequenas quantidades (1-3%). Na parede celular os
polissacarideos, celulose e hemicelulose, encontram-se intimamente ligados com a lenhina
por meio de ligacbes covalentes e por pontes de hidrogénio tornando a estrutura da biomassa
altamente robusta e resistente a qualquer tratamento (Limayem e Ricke, 2012). As
quantidades relativas destes componentes variam na parede celular de acordo com a espécie,
idade, localizacdo geografica, localizacdo na floresta e mesmo ao longo da propria arvore,
quer na direccao longitudinal quer na direccao transversal (Pereira, 1988). Na figura 1.9

apresenta-se a estrutura simplificada da parede celular de um material lenhoso.

ML |Pw Secondary wall

Cellulose

Hemicellulose

Figura 1.9 - Parede celular de um material lenhoso. 1) Modelo convencional da parede celular
com lamela média (ML), parede primaria (PW), parede secundaria externa (s1), parede
secundaria intermédia (52) e parede secundaria interna (S3). 2) Distribuicao relativa dos
constituintes da parede celular nas diferentes camadas da parede celular. (Adaptado
Schwarze, 2007)

A parede celular é formada por cinco camadas concéntricas (ML,PW, S;, S, e S3) com diferente
estrutura e composicao quimica. A lamela média, com uma espessura de 0,05 a 0,20 um,
actua como elemento de separacdo entre células sendo constituida principalmente por
lenhina (70 a 80%), hemiceluloses e pectinas. A lenhina presente na lamela média representa
apenas cerca de 10 a 15% da lenhina presente na parede celular. A parede externa (parede
primaria - PW) possui uma espessura aproximada de 0,1-0,2um, contendo cerca de 10% da
celulose, 20% da hemicelulose e 70% de lenhina presente na parece celular. A parede
secundaria constitui cerca de 80% do peso seco da parede vegetal sendo formada

maioritariamente por celulose e hemiceluloses originadas em diferentes fases de
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desenvolvimento. Dentro da parede secundaria encontra-se o lUmen que é porcao da célula

que contém as substancias intracelulares (Sun, 2010).

1.2.1 Celulose

A celulose é o polimero organico mais abundante na terra, sendo encontrada em todas as
plantas terrestres, e mesmo em muitas plantas aquaticas, como algas. A celulose é um
homopolissacarideo formado pela ligacdo de um conjunto de monomeros de glucose, na forma
pirandsica, unidos por ligacdes glucosidicas p(1—4) que podem chegar a varios milhares de
unidades formando uma cadeia linear (Fengel e Wegener, 1984). A celulose é um componente
estrutural da parede celular constituindo cerca de 45% do seu peso seco. Muitas das
propriedades da celulose encontram-se dependentes do seu grau de polimerizacao (DP), isto
€, do nimero de moléculas de glucose que constituem uma molécula de celulose. A formula
quimica da celulose € C¢yH10n+20s0:1 indicando n o grau de polimerizacdo. Na figura 1.10

apresenta-se a estrutura de uma cadeia deste polimero.

H OH ! CH,OH H OH
o He o HOH
HO7 ® /(D 0”@ T \ HO7 ® /CD
OH HO ®
g “He H ! j CHeOH
- “n-2

Figura 1.10 - Cadeia de celulose (Harmsen, 2010)

0 arranjo em cadeias longas, fruto das ligacoes glucosidicas B(1—4) juntamente com o facto de
o polimero possuir grupos hidroxilo de ambos os lados dos monémeros, permite a formacao de
ligacGes por pontes de hidrogénio entre as moléculas de celulose. Estas ligacbes permitem
agregar estas cadeias em longos feixes formando microfibrilhas, nas quais regides altamente
organizadas (cristalina) alternam com regides menos organizadas (amorfas) (Sjostrom, 1993).
A existéncia de regides cristalinas e regides amorfas faz com que a reactividade da celulose

seja heterogénea, existindo como tal diferentes acessibilidades aos reagentes quimicos.
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As reaccoes mais importantes a serem destacadas para a celulose correspondem a (1)

reaccoes das ligacoes glucosidicas (degradacao da celulose) e (2) reaccdes de adicao.

(1) Reaccoes das ligacoes glucosidicas - consistem na quebra da ligacdo acetal da cadeia de
celulose pela accao de um acido ou base. A figura 1.11 mostra a hidrélise acida da celulose

11

OH

0

OH OH

M, Q L, HO= 7 ‘-‘4/7"'*44

1H

M, ° O H o i/-ﬂ
H G\H

H+

H
HEy 0 HO- jal
OH

Figura 1.11 - Hidrolise acida da celulose (Gil, 2008; Ogeda e Petri, 2010)

A degradacéo hidrolitica pode ser homogénea ou heterogénea, dependendo se a celulose é,
respectivamente, sollvel ou ndo no meio de reaccao. Na hidrélise heterogénea, como com
acido sulfurico, a celulose mantém sua estrutura fibrosa. Nesta hidrélise em primeiro lugar
da-se o ataque e a solubilizacdo da celulose das regides amorfas, mais acessiveis a penetracao
do reagente. Em seguida, a velocidade de hidrdlise diminui, correspondendo esta diminuicao
a degradacdo da celulose nas regides cristalinas ou ordenadas. A fraccao mais facilmente
hidrolisavel representa, geralmente, 10 a 12% em peso do conteldo em celulose (Klock et al.,
2005; Lapoint, 2000).
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Em meio alcalino, utilizando reagentes como NaOH e NH;, ocorrem reacgoes de peeling dos
grupos terminais redutores dos polissacarideos e a hidrolise alcalina das ligacoes B-

glucosidicas e dos grupos acetilicos. A figura 1.12 apresenta a hidrélise alcalina da celulose.

CH,0H CH,0OH
o o
- H> ) \ <o\ o R \<O\
~o OH H W RN OH H g R
H OH H o

Figura 1.12 - Hidrolise alcalina da celulose a temperaturas superiores a 150°C (Gil, 2008)

(2) Reacgobes de adicao - os componentes quimicos que proporcionam a ocorréncia de reaccao
de adicao com a celulose, em geral, sao agentes de inchamento (swelling). A introducao do
agente de adicao entre as cadeias de celulose leva ao inchamento da fibra podendo afastar as
cadeias de celulose uma das outras, ficando as fibras em solugdo. O tamanho da molécula do
reagente, a concentracao aplicada e a temperatura sao factores que condicionam o efeito de
swelling. Note-se que remocao do reagente causa a regenerac¢ao da celulose. A aplicacao de
tratamentos com NaOH pode provocar, além do efeito de swelling, uma alteracdo na
estrutura da celulose, levando a formacao de uma Celulose Il, a qual de um ponto de vista

termodinamico é considerada mais estavel (Fengel e Wegener, 1984; Klock et al., 2005).
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1.2.2 Hemiceluloses

As hemiceluloses, também designadas de polioses, diferem da celulose por serem compostas
por diferentes aclcares, com cadeias estruturais mais pequenas e mais ramificadas, o seu DP
varia entre 80 e 200. Os acglcares que entram na sua composicao podem ser pentoses, como a
B-D-xilose, a-D-arabinopiranose e a-D-arabinofuranose, hexoses como a B-D-glucose, B-D-
manose e da-D-Galactose, acidos uronicos como o acido B-D-glucorénico, acido a-D-4-O-
metilglucoronico e acido a-D-galacturdnico e desoxioses (a-D-Ramnose e a-L-fucose) (Fengel e
Wegener, 1984; Sun, 2010). A figura 1.13 apresenta os principais acUcares constituintes das

hemiceluloses.

PENTOSES HEXOSES ACIDOS URONICOS DESOXIOSES
H VOH COOH H
H_A—OoH H +—OOH H OOH OH OOH
oH H oH' H OH' H CHs H
HO H Hé) H fe) H H H
H OH N OH H OH OH OH
b-D-xilose b-D-glucose Acido-b-D-glucurénico a-D-ramnose
H _-OH COOH "
OH 1 O0OH H ‘ OOH H OH H [ OOH
HH H H OF—F H CHz OH
OH OH !
H H ‘ H,CO OH HO H
HO i : OH H
H OH H H H OH
a-D-arabinopiranose b-D-manose Acido-a-D-4-O- metilglucurénico a-L-fucose

O OH (0"' COOH

OH H HO +—OH I
H OH' H OH H

HO N OH H OH
H OH H  OH H OH

a-L-arabinofuranose a-D-galactose Acido-a-D-galacturénico

Figura 1.13 - Principais acUcares constituintes das hemiceluloses

(adaptado de Fengel e Wegener, 1984)

As hemiceluloses possuem a funcdo de interligar a lenhina as fibras de celulose tornando a
matriz celulose-hemicelulose-lenhina mais rigida (Laureano-Perez et al., 2005) dando origem
ao designado Complexo Lenhina-Polissacaridos (LPC - Lignin-Polysaccharide Complexes)
(Fengel e Wegener, 1984; Sjostrom, 1993).

As hemiceluloses encontradas nas folhosas (angiopérmicas) encontram-se por norma
parcialmente acetiladas O-acetil-4-0O-metilglucuronoxilano (Glucoronoxilanos - GX), sendo a
base da sua constituicdo um homopolimero de D-xilose na forma piranodsica unido por ligacoes
B (1->4). Dependendo da espécie considerada dentro das angiospérmicas o conteldo em

xilano pode variar entre 15 a 30% do peso da madeira seca.
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Este esqueleto base de xilose encontra-se ligado a grupos O-acetil nas posicoes C2 ou C3. Em
cada 10 moléculas de xilose por norma existem 7 ligacées a grupos O-acetil e 1 ligacao ao
acido 4-O-metil-D-glucordénico na posicao C2. Na figura 1.14 podemos observar a estrutura

primaria do O-acetil-4-0-metilglucuronoxilano.

Fll'. -"j-c Fl\:, Fjl:;

3 2.3 23 2.3
dafi-D=Xylp-] = d-fl-D=-Xylp-1 — d-f-D=Xylp-1 = d-f-D-Xylp=1 — 4-f-D-Xylp=1 = d-[l-D-Xylp-1 — d-fi-D=-Hyl-1

2

[

1
A-0-Me-u-D-Glcps

Figura 1.14 - Estrutura primaria do O-acetil-4-O-metilglucuronoxilano
(Mikkonen e Tenkanen, 2012)

Um segundo tipos de hemiceluloses, que pode representar cerca de 2-5% da constituicao das
madeiras de angiospérmicas, sdo os glucomananos (GM), formados por uma proporcao
semelhante de B-D-glucopiranose e B-D-manopiranose unidas por ligacoes B (1->4). A
proporcao de glucose: manose nestas hemiceluloses pode variar entre 1:2 e 1:1. Na figura

1.15 podemos visualizar a estrutura primaria do glucomanano

v )-f-0-Glc p-{ 1 =4 )--p-Mang-( 1 —4)- f-o-Manp-{1 =4} f-o-mang-(1—

Figura 1.15 - Estrutura primaria do glucomanano (Sjostrom, 1993)

Um terceiro tipo de hemiceluloses que pode estar presente na constituicao de algumas
angiospérmicas, podendo também aparecer em pequenas quantidades em herbaceas, sao os
Xiloglucanos (XG). Este tipo de hemiceluloses, que pode representar 2-25% do peso seco das
angiospérmicas, consiste num esqueleto de unidades de D-glucopiranose ligadas por ligacoes
B-1,4. A este esqueleto ligam-se lateralmente unidades de D-xilopiranose numa proporcao de
75%. As unidades de D-xilopiranose podem ainda estar ligados residuos de L-arabinose e D-

galactose formando cadeias laterais bi ou tri-glicosidicas (Girio et al., 2010).
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A figura seguinte apresenta os principais tipos de hemiceluloses encontradas em materiais

lenho celuldsicos florestais.

Origem Representacao
Tipo de hemicelulose Abreviatura L Teor? .
Biolagica esquematica
Y
Glucoronoxilanos GX Folhosas 15-30 E : I i E
Folhosas
Glucomananas GM _ 2-5
Resinosas
Folhosas
Xiloglucanos XG ) 2-25
Herbaceas

Galactoglucomananas GGM Resinosas 10-25 @_I_E_g/_.‘.
Resinosas ©
Arabinoglucoronoxilanos AGX Herbaceas 5-10 I i

Cereais
O
Arabi lact AG Resi 1-3,35 @
rabinogalactanos esinosas -3,
-G OC O

2 - % da biomassa seca

) fo-Galp: @, fo-Glep: O f-o-Manp; @, po-Xylp: Q. B--Arafl O, f-Arap; O a-Fucp; @ 4-0-Me-a-p-GlepA; ¥, Acetyl: #, Feruloyl.

Figura 1.16 - Principais tipos de hemiceluloses encontradas em materiais lenhocelulésicos com

diferentes origens florestais (Adaptado de Girio et al., 2010)

As hemiceluloses contrariamente a celulose sdao essencialmente amorfas, o que facilita
grandemente a acessibilidade aos agentes quimicos. No entanto, algumas hemiceluloses
podem perder alguns substituintes da sua cadeia e sofrer cristalizacao induzida, com
formacao de fortes ligacdes por ponte de hidrogénio entre os grupos hidroxilicos de cadeias
adjacentes. Desta forma, ocorre a formacao de um reticulo cristalino, que dificulta o acesso
dos agentes quimicos e, consequentemente as reaccoes quimicas (Fengel e Wegener, 1984;
Sjostrom, 1993)
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1.2.3 Lenhina

A palavra lenhina deriva do latim lignum, que significa madeira. A lenhina é um dos principais
componentes vasculares das plantas e é o segundo polimero natural mais abundante no reino
vegetal (Lebo et al., 2002). A lenhina tem um papel preponderante no transporte de agua,
nutrientes e metabodlitos. Confere rigidez a parede celular e esta intimamente ligada a
celulose e hemiceluloses, facultando assim uma estrutura dotada de resisténcia mecanica.
(Fengel e Wegener, 1984). A lenhina desempenha ainda um papel de proteccao contra
agentes patogénicos exteriores nas plantas superiores (Sjostrom, 1993).

A lenhina é um polimero aromatico e rigido com um peso molecular de 10 000Da, proveniente
da condensacdo desidrogenativa de trés alcoois cinamilicos precursores, p-cumarilico,
coniferilico e sinapilico, que diferem entre si pelo grau de metoxilacdo. Estes alcoois formam
respectivamente as sub-unidades p-hidroxifenilo (H), guaiacilo (G) e siringilo (S) que
compdem a lenhina. Na figura 1.17 podemos observar os precursores da biossintese da lenhina

bem como as suas unidades estruturais.

OH OH

e J

S Ao

j‘ Ohe  MeO OMe
OH OH OH
p-Coumaryl alcohol  Coniferyl alcohol Sinapyl alcohol
MH I“E I“S

, ‘ _ L
- - . OMe MeO” “/\DME

|
O

oF Hl::l _.r"'l:l
p-Hydroxyphenyl unit  Guaiacy| unit Syringyl unit
Py Pg Ps

Figura 1.17 - Precursores primarios da lenhina p-cumarilico (My), coniferilico (Mg)
e sinapilico (Ms) e unidades estruturais da lenhina
p-hidroxifenilo (Py), guaiacilo (Pg) e siringilo (Ps)
(Sun, 2010)

As lenhinas das madeiras das resinosas (gimnospérmicas), das folhosas (angiospérmicas,
dicotileddéneas) e das gramineas (angiospérmicas, monocotiledoneas) diferem na proporcao
relativa das unidades estruturais - guaiacilo (G), siringilo (S) e p-hidroxifenilo (H). Apesar da

variabilidade observada na composicao das lenhinas, as madeiras das resinosas, folhosas e
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gramineas apresentam, tendencialmente, lenhinas dos géneros G, GS e HGS, respectivamente
(Alves, 2010; Fengel e Wegener, 1984). Ensaios determinaram razdes G:S:H de 94:1:5 para o
Abeto (resinosas), de 56:40:4 para a Faia (folhosa) e de 1:1:1 para herbaceas (Fengel e
Wegener, 1984; Kogel- knabner, 2002). Estas unidades (S,G,H), considerando os diferentes
centros reactivos dos radicais, podem-se unir por diferentes tipos de ligacao. As ligacdes B-O-
4 sao as mais abundantes constituindo 50 a 60% do total. Na figura 1.18 apresentamos as

ligagbes mais comuns entre os monémeros de lenhina.

B-0-4 m=0-4 4-0-5
c
;i O ;i ;
i g §
[+ Q i C
“ “NC
T [*}1 T
% p-5 ° 55 ©

-0
| R
=
a
0
T

3
c 1= <
~ ]
S T
(#] Q o

B-1 [

Figura 1.18 - Estrutura das ligacdes mais representativas na lenhina (Kogel- knabner, 2002)

A relativa estabilidade das ligacées quimicas determina a reactividade da lenhina como um
todo, apesar dos varios tipos de ligacoes existentes na lenhina apresentarem distinta
reactividade face a diferentes condicoes. A ligacdo B-0O-4 é relativamente instavel levando a
condensacao da lenhina por accdo de acidos fortes e levando a uma degradacao da lenhina na
presenca de solucdes alcalinas fortes ou na presenca de fortes agentes oxidantes. (Jeffries,
1987).

A lenhina nao se encontra apenas depositada na parede celular com os acUcares,
encontrando-se quimicamente ligada as hemiceluloses numa proporcao de 1 por 35 unidades
de fenilpropano. As ligacdes com o glucano nao sao frequentes ocorrendo esporadicamente
nos terminais ndo redutores do aclcar. A lenhina estd covalentemente associada as
hemiceluloses, na parede celular. A ligacdo com a xilose ocorre nos carbonos 2 e 3 e no
carbono 5 na cadeia lateral da arabinose. A arabinose, xilose e o 4-O-metilglucorénico acido
sdo os aclcares com os quais a lenhina estabelece as ligacoes mais frequentes,

nomeadamente, as ligacoes éter entre o anel aromatico da lenhina e o aclcar e as ligacoes
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éster entre o anel aromatico da lenhina e os residuos de acidos urénicos (Jeffries, 1987;

Sjostrom, 1993). A figura 1.19 apresenta um modelo de lenhina proposto para o choupo.

f-0-4 |fi-ether)

f-5 {phenylooumaran)
= {resinol)

. )

[*1 {spirodienone)

|\-ather part of spirodienone
cinnamy! alcobol endgroup

Figura 1.19 - Estrutura proposta para a lenhina do choupo
(Stewart et al., 2009)
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1.2.4 Extractaveis

Para além dos componentes macromoleculares presentes na madeira, existe ainda uma
grande variedade de componentes de baixo peso molecular, solliveis em solventes organicos
ou agua, denominados genericamente por extractaveis. Os extractaveis sao agrupados em
classes, tendo em conta a sua polaridade e estrutura quimica. Assim de acordo com a sua
polaridade estes podem ser divididos em duas fraccoes. Uma fraccao lipofilica na qual se
encontram os terpenos e terpendides, mas também os lipidos, e uma fraccao hidrofilica da
qual fazem parte os compostos fenolicos (Fengel e Wegener, 1984; Gil, 2008).

Os residuos das podas do olival possuem compostos fenélicos nomeadamente flavondides nas
folhas e lignanos na madeira e na casca (Altarejos et al., 2005).

As folhas presentes nos residuos das podas possuem na sua constituicio uma grande
quantidade e variabilidade de extractaveis sendo os mais representativos os compostos
fenolicos Oleuropeina e Hidroxitirosol, os quais podem representar mais de 25% do peso seco
das folhas (Erbay e Icier, 2010). Para além destes produtos foram encontrados outros
extractaveis em menor proporcao como flavonoides e derivados de acidos hidroxicinamicos
(Benavente-Garcia et al., 2000; Erbay e Icier, 2010; Herrero et al., 2011; Pérez-Bonilla et al.,
2006; Zbidi et al., 2009). A figura 1.20 apresenta a estrutura da Oleuropeina, um dos

principais extractaveis encontrados nos residuos das podas do olival.

HO H N
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Figura 1.20 - Estrutura da Oleuropeina (Pérez-Bonilla et al., 2006)
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1.3 - Pré-tratamentos

A producao de etanol a partir de materiais lenho celuldsicos compreende cinco etapas: pré-
tratamento, hidrélise enzimatica, fermentacao, separacdao do produto e pés tratamento da
fraccao liquida (Hendriks e Zeeman, 2009; Mosier et al., 2005). O pré-tratamento constitui
uma etapa fundamental para reduzir a recalcitrancia da biomassa para as etapas
subsequentes de hidrédlise enzimatica e fermentacdo (Zhu e Pan, 2010). Esta etapa embora
fundamental, pois sem ela a eficiéncia da hidrolise enzimatica dificilmente ultrapassa os 20%,
constitui uma das etapas mais caras de todo o processo de producdo de alcool a partir de
material lenho celuldsico (Alvira et al., 2010; Hendriks e Zeeman, 2009). Contudo Wyman
refere que mais caro que efectuar pré-tratamento é nao realiza-lo, uma vez que esta etapa é
responsavel pelo controlo do rendimento dos aclcares, quer das hemiceluloses quer da
celulose, influenciando por essa via a viabilidade econémica de todo o processo (Wyman,

2007). A figura 1.21 apresenta o efeito esperado com a aplicacao do pré-tratamento.

Hemicellulose Pretreatment

Hemicellulose

Lignin

Ccllulosc
“elhilose

Figura 1.21 - Apresentacao esquematica dos efeitos do pré-tratamento no material lenho

celulésico (Hsu et al., 1980)

O pré-tratamento tem como objectivo tornar acessiveis ao tratamento enzimatico a celulose
e hemicelulose (Pu et al., 2008). A escolha do método de pré-tratamento, bem como a
severidade dos factores utilizados, deve ser realizada tendo em conta que os materiais lenho
celuldsicos apresentam diferencas significativas na sua constituicao e estrutura. Estas
diferencas fazem-se sentir nas diferentes partes da planta (tronco, ramos e folhas) variando
também, dentro destas, em funcdo da idade, do estadio de desenvolvimento e de outras
condicées (Kumar et al., 2009a). Se o pré-tratamento ndao for suficientemente severo o
residuo sélido resultante nédo sera facilmente hidrolisado enzimaticamente, se porventura for
demasiado severo conduzird a formacdao de produtos de degradacdao que inibirdo os

microorganismos fermentativos (Balat, 2011; Mosier et al., 2005).
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A implementacdo dos pré-tratamentos visa limitar os principais factores inibidores da
hidrdlise enzimatica, actuando sobre (1) a cristalinidade da celulose, (2) o volume dos poros,
(3) a area superficial disponivel, (4) o teor e estrutura da lenhina, (5) o conteldo e o grau de
acetilacao das hemiceluloses (Alvira et al., 2010; Hendriks e Zeeman, 2009; Taherzadeh e
Karimi, 2008).

(1) Nos materiais lenho celuldsicos a maior parte da celulose (cerca de 2/3) encontra-se na
forma cristalina, estando o restante 1/3 na forma amorfa (desorganizada). Esta
desorganizacdo da forma amorfa faz com que estas regides sejam mais facilmente acessiveis
pelas enzimas verificando-se uma hidrolise enzimatica mais rapida nestas regides. Nas regides
cristalinas, a maior dificuldade de acesso provoca uma maior resisténcia a hidrélise com a
consequente reducdo da velocidade da reaccao hidrolitica. (2) Outro factor que influencia o
acesso das enzimas ao substrato é o volume do poro. Grethlein ao realizar pré-tratamentos
acidos em folhosas e resinosas concluiu que o acesso das enzimas estava directamente
relacionado com o volume do poro do substrato, sendo necessario para a entrada das
celulases um didmetro nominal de 51A (Grethlein, 1985). (3) A area superficial disponivel
(m*/g) possui duas componentes, a area superficial externa e a interna, sendo que o aumento
de ambas as componentes favorece a acessibilidade das enzimas ao substrato. O aumento da
area superficial externa é realizado através da reducdo do tamanho da particula sendo
considerada por diversos autores como um pré-tratamento fisico (Kumar et al., 2009a; Sun e
Cheng, 2002; Zhu e Pan, 2010), enquanto o aumento da area superficial interna pode ser
realizada pelo uso de solventes polares, como a agua, o etanol ou o acido acético. A secagem
da biomassa pode conduzir a uma reducdo da area superficial interna provocando o
encolhimento ou mesmo do colapso irreversivel dos capilares (Taherzadeh e Karimi, 2008).

(4) A presenca da lenhina impede a hidrolise enzimatica de diversos modos. Primeiro,
constituindo uma barreira fisica que impede o acesso da enzima ao substrato que se pretende
hidrolisar. Depois, impedindo o inchamento (Swelling) da celulose e com isso a facilidade de
entrada das enzimas dentro da celulose. Ramos e colaboradores apontam que este efeito
podera estar relacionado com o tipo de lenhina, sugerindo que a maior presenca de grupos
guaiacilo parece limitar o efeito de inchamento swelling. Este facto explicaria porque razao
as resinosas apresentam por norma maior recalcitrancia que as folhoasas (Ramos et al.,
1992). Por fim, a possibilidade de ligacdo nao produtiva da lenhina as enzimas. O
estabelecimento destas ligacdes conduz a uma diminuicdo das enzimas disponiveis no
processo de hidrolise, com a consequente reducdo das taxas de conversao obtidas. Este
Ultimo efeito parece ser potenciado com lenhina dissolvida, como acontece em pré-
tratamentos alcalinos (Taherzadeh e Karimi, 2008)

(5) A remocao das hemiceluloses, para além de eliminacao da barreira fisica, provoca um
aumento do tamanho do poro promovendo a acessibilidade da enzima ao substrato. O grau de
acetilacao é importante na digestdao enzimatica das hemiceluloses, uma vez que os grupos
acetilo, juntamente com a lenhina, encontram-se ligados ao esqueleto das hemiceluloses

podendo dificultar a sua hidrélise (Chang e Holtzapple, 2000).
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Os pré-tratamentos podem ser classificados como:

Combinados. A tabela 1.6 apresenta os varios tipos de pré-tratamentos passiveis de serem

utilizados em materiais lenhocelulosicos.

Fisicos, Quimicos, Biologicos e

Tabela 1.6 - Métodos de pré-tratamento de materiais lenhocelulosicos

Método de Processo Referéncia
pré-tratamento
Ultra-sons (Nikolic et al., 2010)
Fisicos Microondas (Binod et al., 2012)
Irradiacao (Bak et al., 2009)
Explosao com vapor (Zhang e Chen, 2012)
Hidrotérmico (Wan et al., 2011)
Acido Sulfurico (Castro et al., 2011)
Quimico: Acido fosforico (Avci et al., 2012)
Acido Acido nitrico (Zhang et al., 2011)
SPORL' (Zhu et al., 2009)
Quimico: Hidroxido de sodio (Wang et al., 2012)
Alcalino Amoniaco (Rollin et al., 2011)
Quimico: Perdxido de hidrogénio (Banerjee et al., 2011)
Oxidacéo Ozono (Sannigrahi et al., 2012)
Oxidagao humida (Klinke et al., 2002)
Quimico: Etanol (Buranov e Mazza, 2012)
Solventes organicos COSLIF2 (Sathitsuksanoh et al., 2012)
3
Combinados: AFEX (Bals et al., 2012)
Fisico - Quimicos SE* com SO, (Monavari et al., 2010)
SE* com CO, (Srinivasan e Ju, 2011)
Bioldgicos Fungos (Salvachua et al., 2011)

SPORL - Sulfite Pretreatment to Overcome Recalcitrance of Lignocellulose

COSLIF? - Cellulose solvent- and organic solvent-based lignocellulose fractionation

AFEX® - Ammonia Fiber Explosion

SE* - Steam Explosion
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1.3.1 - Pré-tratamento acido

0 principal objectivo do pré-tratamento acido ¢€ a solubilizacdo da fraccdo hemiceluldsica da
biomassa tornando a celulose mais acessivel ao ataque enzimatico. Este tipo de pré-
tratamentos é realizado usualmente com acido diluido (< 4% w/w) sendo o acido sulfirico o
reagente mais amplamente utilizado (Kumar et al., 2009). Para além do acido sulflrico tém
sido testados em menor escala outros acidos, como o acido nitrico, o acido fosforico e o acido
oxalico (Avci et al., 2012; Iveti¢c et al., 2012; Kim et al., 2011a). A aplicacdo de pré-
tratamentos com acido diluido aparece como a metodologia mais favoravel para aplicacoes
industriais sendo considerada barata e efectiva (Alvira et al., 2010; Kumar et al., 2009). A

tabela 1.7 apresenta alguns exemplos de pré-tratamentos com acido diluido.

Tabela 1.7 - Exemplos de pré-tratamentos com acido diluido

Material Condic¢des de pré-tratamento Resultados Referéncia

- . (Silverstein et al.,
Caules de algodao 121°C, 90min., H,S042,0% (w/v) >90% XS

2007)
(Cassales et al.,
Casca de soja 153°C, 60min., H,SO4 1,7% (W/V) EH = 87% 2011)
Palha de milho 106-108°C, 6h, H,SO4 1,5% (w/V) 76,7 Xs (Chen et al., 2009)
128°C, 5,6 min., HNO; 6,0% (w/w) E=6,7 ,
Bagaco de (Rodriguez-Chong et
. 128°C, 7,6min., HCl  6,0% (w/w) E=10,1
cana-de-acucar al., 2004)
128°C, 5,6 min., H,S04 6,0% (w/w) E=10,5
Choupo 158°C, 13 min., C,H,04 3,7% (w/w) 72,0 Xs (Kim et al., 2011b)
75,8 Xs
Pinheiro 160°C, 20min., H,SO4 1,2% (W/w) (Li et al., 2013)
92,9 As
72,6 Xs
Eucalipto 160°C, 20 min., H,SO4 1,2% (W/w) (Li et al., 2013)
89,1 As
100,0 Xs
Podas de Olival 170°C, 10min., H,S04 1,4% (W/w) T = (Cara et al., 2007a)

Xs - % de solubilizacao da xilose, As - % solubilizacao da arabinose
EH - rendimento da hidrédlise enzimatica

E - Eficiéncia (agUcares libertados/inibidores libertados)

Os pré-tratamentos com acido diluido podem ser realizados com dois tipos de temperatura,
com temperaturas altas (T > 160°C), as quais sao indicadas para processos de fluxo continuo
sendo aplicada uma carga reduzida de sélidos (peso do substrato/peso da reaccao de mistura
= 5-10%) ou com temperaturas consideradas baixas (T < 160°C) adequadas para processos
descontinuos nas quais a carga de solidos oscila entre 10 e 40% (Balat, 2011; Kumar et al.,
2009; Sun e Cheng, 2002; Sun e Cheng, 2003). Na figura 1.22 podemos observar o efeito do
aumento da temperatura em pré-tratamentos realizados com acido sulfurico sobre a estrutura

vegetal do bagaco de cana-de-agucar.
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Figura 1.22 - Imagens SEM de bagaco de cana-de-acgucar pré-tratado com acido sulfurico 1,56%

(w/w) aquecido por microondas. Sem pré-tratamento(a), a 130°C (b), a 160° (c) e a 190°C (d)
(Chen et al., 2011)

O pré-tratamento acido possui a vantagem de poder ser utilizado em diversos materiais como
em herbaceas, em residuos agricolas ou em madeiras florestais. No entanto, na sua aplicacao
devem ser evitadas condicées muito severas de pré-tratamento que conduzam a formacéo de
produtos de degradacdo. Dependendo das condicdes seleccionadas a fraccdo liquida
resultante do pré-tratamento pode ser constituida por monossacaridos (glucose, xilose,
arabinose), produtos da decomposicao das hemiceluloses como o acido acético, o qual é
gerado pela quebra dos grupos acetilo ligados as hemiceluloses, e produtos de decomposicdo
dos monossacaridos, como o furfural resultante da degradacdo das pentoses e o 5-
hidroximetilfurfural (5-HMF) resultante da degradacao das hexoses (Cardona et al., 2010). A
figura 1.23 apresenta os produtos de degradacdo passiveis de serem gerados em pré-

tratamentos acidos.

Cellulose e Glucose 0
HO o OH
SH,0 W/ H +2H,0
Hexose + Oalactose — 3 0
Hydroxymethylfurfural Levulinic acid
Mannose (HMF) o
Hemi.—3m= o /IL\
X 0 i OH
ylose A0 .
Pentose — \N/ Formic acid
Arabinose Furfural

Figura 1.23 - Produtos de degradacao passiveis de serem gerados em pré-tratamentos acidos
(Shuai et al., 2010)
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1.3.2 - Pré-tratamento alcalino

0 objectivo principal do pré-tratamento alcalino consiste na remocédo da lenhina de modo a
permitir uma maior acessibilidade das enzimas a celulose e hemiceluloses presentes na
biomassa. Este pré-tratamento utiliza diversas bases incluindo hidréxido de sddio, hidroxido
de calcio, hidroxido de potassio e amoniaco (Zheng et al., 2009). O pré-tratamento alcalino
provoca o aumento da area superficial disponivel causando um inchamento da biomassa
aumentando por essa via a acessibilidade das enzimas aos hidratos de carbono, reduzindo
simultaneamente o grau de polimerizacao (DP) e a cristalinidade da celulose. A figura 1.24
apresenta o efeito de inchamento ou intumescimento causado num pré-tratamento alcalino

com hidroxido de sddio sobre a estrutura celular da palha de arroz.

./ 5

;4’2{0k ao9a  1S5kV 2w -

Figura 1.24 - Imagens SEM de palha de arroz antes e depois de pré-tratamento
com 2,0% de NaOH (Zhang e Cai, 2008)

A fraccao hemicelulésica pode ser nestes pré-tratamentos parcialmente solubilizada na
presenca de condicdes fortemente alcalinas (Balat, 2011; Modenbach e Nokes, 2012). O
mecanismo alcalino assenta na saponificacdo das ligacoes ésteres intermoleculares entre a
xilose e a lenhina, mas também entre a xilose e outras hemiceluloses. Este pré-tratamento
provoca também a remocao dos grupos acetilo e dos acidos urdénicos nas hemiceluloses
favorecendo com essa accdo o acesso das enzimas as hemiceluloses (Carvalheiro et al., 2008).
Na figura 1.25 apresenta-se uma representacdo esquematica da quebra das ligaces entre os

hidratos de carbono e a lenhina, por reaccdo com amoniaco e por hidrélise alcalina (ex:

NaOH).
$
@ “’“Ws  FRT 0w 4 o

Amida

3
(b) 06%(‘%'0\3 = \o%’ ch °=<

R Acido carboxilico
Figura 1.25 - Representacao esquematica da quebra das ligacdes ésteres entre a lenhina e os
hidratos de carbono, por reaccdao com amoniaco (a) e por hidrélise alcalina (b)
(Chundawat et al., 2010)
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Os pré-tratamentos alcalinos relativamente aos pré-tratamentos acidos sao mais eficazes na
remocao da lenhina apresentando uma menor solubilizacdo da celulose e das hemiceluloses,
exceptua-se desta observacao o pré-tratamento ARP (Ammonia Recycling Percolation) no qual
também existe uma elevada solubilizacdo de hemiceluloses (Carvalheiro et al., 2008). No
entanto, estes pré-tratamentos podem apresentar, em solucdes fortemente alcalinas, a
ocorréncia de “peeling” dos grupos terminais das hemiceluloses. O pré-tratamento alcalino
também pode provocar uma redistribuicao e condensagao da lenhina, bem como modificacdes
no estado de cristalinidade da celulose contrariando estas ocorréncias o efeito positivo que a
remocdo da lenhina e o inchamento ou intumescimento da celulose provoca na hidrolise
enzimatica (Hendriks e Zeeman, 2009).

Os pré-tratamentos alcalinos apresentam algumas vantagens operativas relativamente aos
pré-tratamentos acidos tais como serem relativamente baratos, nao requererem equipamento
especial, uma vez que sao menos corrosivos, e 0s reagentes poderem ser recuperados e
reciclados (Mosier et al., 2005).

Este tipo de pré-tratamentos provou ser eficaz para residuos agricolas e em madeiras de
folhosas (Hardwoods), nao se tendo revelado tao eficaz em madeiras de resinosas (Softwood)
com teores de lenhina superiores a 26% (Mosier et al., 2005; Sun e Cheng, 2002). A tabela 1.8

apresenta alguns exemplos de pré-tratamentos alcalinos realizados com NaOH e NHs.

Tabela 1.8 - Exemplos de pré-tratamentos alcalinos realizados com NaOH e NHs.

Material Condicoes de pré-tratamento  Resultados Referéncia
Betula 150°C, 2h, NaOH 8,0% (w/w) TRL = 20% (Lehto e Alén, 2013)
Pseudotsuga 100°C, 7h, NaOH 1,0% TRL = 34% (Pan et al., 2005)
Choupo 120°C, 24h, NaOH 5,0% TRL = 78% (Gupta, 2008)
Palha de milho 120°C, 30min, NaOH 2,0% (w/v) TRL = 74% (Chen et al., 2009)
Eucalipto TRL = 14%
Pinheiro TRL = 13%

60°C, 24h, 15,0% NH; (Park e Kim, 2012)
Larico (Larix) TRL = 9%
Palha de cevada TRL = 47%
Herbacea 40°C, 24h, NH; 15,0% EH = 85%

(Pryor et al., 2012)

(Switchgrass) 60°C, 8h, NH3 15,0% EH = 85%
Palha de milho 60°C, 12h, NH; 15,0% TRL = 62% (Kim e Lee, 2007)
Palha de arroz 130°C, 20min, NH; 15,0% TRL = 70% (Kim et al., 2011c)

TRL - Taxa de remocao de lenhina (lenhina removida/lenhina na biomassa)

HE - Rendimento da Hidrélise Enzimatica
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1.3.3 - Pré-tratamento com peroéxido de hidrogénio em meio alcalino

O pré-tratamento com peroxido de hidrogénio em meio alcalino tem sido crescentemente
utilizado nos processos de branqueamento e de remocédo de lenhina na industria da pasta e
papel. A sua aplicacao deve-se ao facto de reduzir os impactes ambientais negativos
decorrentes da utilizacao de agentes com cloro no processo de branqueamento da pasta (Sun
et al., 2010).

A accdo do perdxido de hidrogénio em meio alcalino resulta da formacao do anidao (HOO).
Este aniao ataca preferencialmente os grupos etilenos (CH, e C,H,) e carbonilos (C=0) da
lenhina actuando principalmente como nucleofilo embora também possa actuar como
oxidante (Geng et al., 2003). Para valores mais elevados de pH o anido hidroperdxido (HOO")
formado pode dar origem a radicais hidroxilo (HO") e a radicais do anidao superdxido (0;), 0s
quais para além de serem responsaveis pela oxidacdo da estrutura da lenhina (Chen e Dixon;
Fang et al., 2000; Sun et al., 2007), sdo também muito reactivos com os aclcares levando a
um aumento da sua solubilizacao (Gupta, 2009). Este efeito pode ainda ser incrementado com
o aumento da temperatura (Sun et al., 2010). A tabela 1.9 apresenta alguns resultados de

pré-tratamentos com adicao de peroxido de hidrogénio.

Tabela 1.9 - Exemplos de pré-tratamentos alcalinos com peroxido de hidrogénio

Material Condicdes de pré-tratamento Resultados Referéncia
Carvalho 160°C, 60min., 3,2% (wt) H,0, HE_S (72h) 97,2% (Kim e Park, 2001)
1 Fase - Explosao a vapor, a
) HE_G (48h)
195°C, 4,5 min., 4,5% (w/w) SO,
Pseudotsuga (0% H,0,) =40%  (Yang et al., 2002)
2 Fase - 80°C, pH 11,5, 12h
(1% HzOz) > 90%
1% (w/w) H,0,
1Fase - 24h, pH 11,5, 50°C
, HE_G (72h)
) 2 Fase - Agua electrolisada em (Wang et al.,
Miscanthus ) ] 1% H,0, = 40%
meio alcalino (ALEW), 121°C, 2010)
) 4% H,0, = 90%
50min
Bagaco de 60°C, pH 11,5 HE_G (24h)
(Rabelo et al.,
cana-de 1% H,0, 121,4 mg/g
; 2008)
acucar 5% H,0, 309,2mg/g
35°C, 24h, pH 11,5, HE_G (120h)
Palha de (Saha e Cotta,
) 0% (v/v) H,0, 150mg/g
trigo 2006)
2% (v/v) H,0, 300 mg/g
23°C, 24h, HE_G (48h) )
Palha de ) (Banerjee et al.,
) 0,125¢g H,0,/g biomassa 51%
milho 2011)
0,500¢g H,0,/g biomassa 84%

HE_S - Rendimento de acUcares na hidrolise enzimatica (tempo decorrido de hidrélise)

HE_G - Rendimento da glucose na hidroélise enzimatica
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1.3.4 - Outros pré-tratamentos

Os pré-tratamentos fisicos definem-se como sendo aqueles que nao incluem a aplicacdo de
compostos quimicos ou biologicos. Nestes, os pré-tratamentos mais utilizados sdo a explosao
de vapor (SE) e por hidrotermia (Liquid Hot Water - LHW). Na explosdo a vapor (SE) a
biomassa é tratada com vapor saturado a alta pressdo existindo posteriormente uma sUbita
reducdo da pressao, o que provoca nos materiais lenhocelulésicos uma descompressao
explosiva. Neste processo as temperaturas rondam os 160 a 260°C, com uma pressao de 0,69 a
4,83MPa, oscilando o tempo de residéncia desde alguns segundos até alguns minutos, antes de
material ser exposto a pressao atmosférica (Balat, 2011; Kumar et al., 2009; Mosier et al.,
2005, Cara et al.,2008). A adicdo de compostos quimicos (catalisadores) como NaOH, H,0,,
H,5S04, SO; ou CO, limitam a formacdo de compostos de inibicdo da hidrélise, uma vez que
permitem um abaixamento da temperatura e do tempo de residéncia do processo (Modenbach
e Nokes, 2012; Sun e Cheng, 2003).

Na explosdo das fibras com amoniaco (AFEX) a biomassa é pré-tratada com altas pressoes
com amoniaco liquido, com temperaturas compreendidas entre 90 a 100°C e durante
aproximadamente 5 minutos. Neste processo o amoniaco pode ser recuperado posteriormente
e reciclado para novos tratamentos (Lee et al., 2010; Wyman et al., 2005).

O pré-tratamento com agua quente (LHW) nao requer a aplicacdo de compostos quimicos
sendo utilizadas temperaturas de 200 a 230°C durante 15 minutos aproximadamente. Neste
pré-tratamento os grupos O-acetilo e os acidos uronicos libertam-se das hemiceluloses
formando-se acido acético e outros acidos organicos. A libertacdo destes acidos catalisa a
formacao e remocdo de oligossacarideos podendo no entanto ocorrer uma degradacao dos
acucares monoméricos libertados das hemiceluloses, especialmente em furfural e 5-HMF, os
quais sao considerados produtos de inibicao para os organismos fermentativos (Mosier et al.,
2005; Cara et al., 2007b).

Recentemente comecaram-se aplicar novos pré-tratamentos fisicos utilizando-se microondas
e ultra-sons. A realizacdo de pré-tratamentos com microondas é efectuada submergindo a
biomassa numa solucao com reagentes quimicos, como o hidroxido de calcio, expondo-a
posteriormente a radiacao por periodos entre 5 a 20 minutos (Keshwani e Cheng, 2010). A
utilizacdo de ultra-sons como pré-tratamento assenta num processo de libertacao de ondas
de choque que abrem a superficie dos sélidos ao mesmo tempo que promovem a difusao das
enzimas pela superficie do substrato. Adicionalmente existe a vantagem da temperatura
optima deste tipo de pré-tratamentos (50°C) coincidir com a temperatura optima de muitas
enzimas utilizadas na hidrolise enzimatica de substratos lenhoceluldsicos (Yachemenev et al.,
2009).

A utilizacdo de pré-tratamentos com utilizacdo de agentes de oxidacdo pode ser realizada
com perdxido de hidrogénio, com oxidacdo himida ou com ozono. A oxidacdo himida (wet
oxidation) é um pré-tratamento oxidativo que utiliza o oxigénio ou o ar como catalisador.
Este tipo de pré-tratamentos realiza-se com temperaturas proximas de 200°C, durante cerca

de 10minutos e com pressdes de oxigénio em torno de 1,2MPa (Martin et al., 2008). No pré-
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tratamento com ozono utiliza-se a capacidade oxidante deste reagente para obtencao de
taxas de remocao de lenhina elevadas em condicoes de temperatura ambiente e pressao
normal. A sua utilizacdo nao conduz a formacao de compostos de inibicdo que possam afectar
as etapas de hidrolise ou fermentacdo. No entanto as elevadas quantidades de ozono
requeridas para este tipo de pré-tratamento faz com este processo seja economicamente
inviavel (Alvira et al., 2010).

Nos pré-tratamentos com solventes organicos normalmente mistura-se o solvente (etanol,
metanol, acetona ou etileno glicol) com catalisadores acidos (HCl ou H,S0,) para quebrar as
ligacdes internas da lenhina e das hemiceluloses. Estes pré-tratamentos possuem a vantagem
de solubilizar a lenhina provocando uma solubilizacao diminuta da celulose, no entanto, o
principal obstaculo a implementacdo deste tipo de pré-tratamentos reside nos custos da
reciclagem que devera ser efectuada dos reagentes, uma vez que estes actuam como
inibidores nas etapas de hidrélise enzimatica e fermentacao (Conde-Mejia et al., 2012; Kumar
et al., 2009).

Os pré-tratamentos biolégicos utilizam a capacidade que certos microorganismos possuem
para degradar a lenhina e hemiceluloses, conseguindo-se manter a celulose quase intacta
devido a sua maior resisténcia face ao ataque biologico. Neste tipo de pré-tratamentos sao
utilizados especialmente fungos do tipo bolores brancos (white-rot-fungus). Estes pré-
tratamentos apresentam como vantagens um baixo consumo de energia, a auséncia de
compostos quimicos sendo ainda realizados em condicdes normais de temperatura e pressao.
Como grande desvantagem sao extremamente demorados sendo normalmente utilizadas 4 a 6

semanas de pré-tratamento (Tabil et al., 2011; Taherzadeh e Karimi, 2008).

1.4 - Hidrélise enzimatica

A estrutura e configuracao da parede celular na biomassa foi concebida pela natureza de
modo a tornar extremamente dificil a decomposicao da celulose e hemicelulose. As diferentes
arquitecturas das paredes celulares requerem a existéncia de uma variedade de enzimas para
a sua degradacao (Gupta, 2008).

A hidrdlise da celulose nos materiais lenhoceluldsicos requere a aplicacdo de trés
componentes enzimaticos: as Endoglucanases, as Exoglucanases e as B-glucosidases. A
hidrolise enzimatica da celulose pode ser dividida em trés etapas sendo cada componente

enzimatico responsavel por uma etapa, como demonstrado na representacao a seguir:

 Etapa 1

Celulose nativa > (endoglucanase) - Celulose activa
 Etapa 2

Celulose activa - (exoglucanase) > Celobiose

o Etapa 3

Celobiose - (B-glucosidase) > Glucose
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Durante o ataque enzimatico as Endoglucanases (EC 3.2.1.4), mais especificamente as endo-
1,4-B-D-glucanases (EG), actuam preferencialmente nas regides amorfas da celulose
quebrando aleatoriamente as ligacoes B -1,4 da cadeia glicosidica formando como produto,
moléculas de celulose com menor grau de polimerizacdo (DP). Na sua actuacdo as
Endoglucanases expdem as microfibrilas ao ataque subsequente de outras enzimas, além de
aumentarem o nUmero de oligossacarideos com terminacdes susceptiveis ao ataque das
exoglucanases. O peso molecular destas enzimas oscila entre 30 e 55KDa.

As exoglucanases (EC 3.2.1.91), designadas mais especificamente por exo-1,4-B-D-glucanases
ou celobiohidrolases (CBH), actuam movendo-se progressivamente a partir das extremidades
da cadeia de celulose libertando como produto da sua accao a celobiose. O peso molecular
destas enzimas oscila entre 41 e 85KDa.

Finalmente, as B-glucosidases (EC 3.2.1.21) ou mais especificamente 1,4-8-D-glucosidases
hidrolisam a celobiose e celo-oligossacarideos nas extremidades nao redutores da celobiose
formando glucose como produto. As B-glucosidases possuem um peso molecular compreendido
entre 41 e 170KDa (Gupta, 2008; Jgrgensen et al., 2007). A figura 1.26 apresenta

esquematicamente o mecanismo de accao destes trés tipos de enzimas.

1 P e @
e o OO oo

] | | o

l B-Glucosidase

O Glucose
Cellobiohydrolase

Q—O Cellobiose
l Endoglucanase

Figura 1.26 - Representacao esquematica do ataque enzimatica a celulose (Souza, 2013)

A hidrélise das hemiceluloses devido a sua heterogeneidade, com diferentes esqueletos e
grupos laterais, requer sistemas enzimaticos ainda mais complexos. Nas hemiceluloses com
um esqueleto de xilose actuam preferencialmente as endo-1,4-8-D-xylanases (EC 3.2.1.8) as
quais quebram preferencialmente as ligacdes internas do xilano e as 4-B-D-xylosidases (EC
3.2.1.37) que atacam os xilo-oligassacarideos a partir da extremidade nao redutora libertando
xilose como produto final. Para além destes complexos que actuam na cadeia principal
existem também um conjunto de enzimas que actuam sobre os grupos laterais, como as
acetil-xilano-estereases (EC 3.1.1.72) ou as a-l-arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55) (Jargensen
et al., 2007).
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A figura seguinte apresenta um conjunto de complexos enzimaticos passiveis de serem

utilizados na hidroélise da hemicelulose de uma folhosa, como a Oliveira.
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: P-xylosidase (EC 3.2.1.37)

: a-glucuronidase (EC 3.2.1 )

: a-L-arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55)
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Figura 1.27 - Representacao esquematica da actuacao dos complexos enzimaticos sobre O-

acetil-4-0O-metilglucuronoxilano (Saha, 2000)

A hidrélise enzimatica de celulose pode ser melhorada para a efectiva producao de etanol a
partir da biomassa. A melhoria desta etapa do processo pode ser abordada de diversas
maneiras, tais como aumentando a acessibilidade do substrato por modificacao da sua
estrutura e/ou composicao, melhorando o desempenho das enzimas ou diminuindo a inibicao
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sobre as enzimas.
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compostos. (1) Inibicdo da B-glicosidase e da celobiohidrolase pelos produtos (glucose e
celobiose, respectivamente); (2) Adsorcdo improdutiva da celobiohidrolase a celulose; (3)
Obstrucao do acesso das celulases a celulose pela hemicelulose; (4) Obstrucao do acesso das
celulases a celulose pela lenhina; (5) Adsorcao inespecifica das enzimas a lignina; (6) Perda

da actividade enzimatica. (Jargensen, et al., 2007)
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superficie (Borjesson et al., 2007). Embora a utilizacdo de um aditivo apresente um custo
adicional ao processo de producao de bioetanol, a reducdo da ligacdo nao produtiva da
enzima a lenhina fara reduzir a carga de enzimas necessaria reduzindo desse forma os custos
globais do processo. Em materiais lenhoceluldsicos, os primeiros ensaios de aplicacao de
agentes de superficie foram realizados com a aplicacdo de materiais tensioactivos tendo sido
verificados aumentos consideraveis na eficiéncia da hidrolise enzimatica (Eriksson et al.,
2002; Ballesteros et al., 1998; Kumar e Wyman, 2009; Hui, 2011). No entanto, nos ultimos
anos surgiram novos agentes de superficie na realizacdo de hidrélises enzimaticas, como
proteinas, sendo a albumina de soro bovino (BSA) uma das mais utilizadas (Yang e Wyman,
2006; Lavenson et al., 2011) ou polimeros como o polietileno glicol (PEG) (Bérjesson et al.,
2007; Ferreira et al., 2009; Ouyang et al., 2010; Sipos et al., 2010). O mecanismo do efeito
destes compostos verifica-se em 3 niveis:

1 - Na estabilidade enzimatica impedindo a desactivacao térmica

Wang e colaboradores utilizando BSA chegaram a conclusdo que este aditivo protegia as
enzimas de desactivacdo térmica, aumentando a sua estabilidade, especialmente em
condicées de temperaturas elevadas (Wang et al., 2013). Este efeito resulta da reducao do
contacto da enzima com o interface ar-liquido criado pela aplicacdo do agente de superficie
(Eriksson et al., 2002).

2 - Na relagao enzima substrato

Park e colaboradores estudaram a perda de actividade enzimatica das celulases pela adsorcao
a superficie da celulose. Esta adsorcdo faz com que a enzima fique agarrada ao substrato, nao
se conseguindo libertar, ficando assim impedida de continuar o seu processo de hidrolise
molecular. A adicao de polioxietileno glicol (POG), um composto tensioactivo, mostrou ser
eficaz no impedimento da adsorcdo das enzimas por parte da superficie da celulose. A
aplicacao deste composto contrariou a reducdo da actividade enzimatica durante o processo
de hidrdlise, impedindo a inactivacao causada pelo substrato, desempenhando ainda um
papel também fundamental na recuperacao de enzimas (Park et al., 1992).

3 - Na inactivacao das enzimas pela lenhina

A lenhina é o principal composto responsavel pela inactivacao das enzimas. O mecanismo de
inactivacao assenta na adsorcao das enzimas nas porcdes hidrofdbicas da lenhina. As enzimas
ficam “presas” nestes locais ficando consideradas como “nao produtivas”. Os compostos
tensioactivos possuem uma parte hidrofobica e outra hidrofilica. A parte hidrofébica liga-se a
lenhina, a parte hidrofilica fica voltada para a solugao aquosa causando uma repulsdo estérica

das enzimas que se aproximem da superficie da lenhina (Kristensen et al., 2007).
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Na figura 1.29 podemos observar o efeito da BSA na obstrucao da ligacdo das enzimas a

S
R

Figura 1.29 - Hidrolise enzimatica sem BSA (A) e com BSA (B) (Rollin, et al., 2011)

lenhina

[t
.

,_. Enzimas . BSA . Lenhina Hemicelulose . Celulose

0 grau de accdo dos compostos tensioactivos também se encontra intimamente relacionado
com o tipo de pré-tratamento a que a biomassa foi sujeita. Kristensen e colaboradores
observaram com palha de trigo, que em pré-tratamentos com acido, a conversao de aclcares
durante a hidrolise enzimatica melhorava “drasticamente” com a aplicacdo de compostos
tensioactivos. Essa melhoria ndo era no entanto verificada com outros tipos de pré-
tratamento, mesmo que o teor de lenhina do pré-tratado e a quantidade de composto

tensioactivo aplicado durante a hidrélise enzimatica fosse a mesma (Kristensen et al., 2007).

1.5 - Fermentacao

A fermentacao pode ser realizada utilizando conjunto variado de organismos como, bactérias,
leveduras ou fungos, os quais transformam os aclcares em etanol, num ambiente com
auséncia de oxigénio (Hamelinck et al., 2005). Segundo a estequeometria das equacdes (1) e
(2) a producdo maxima teodrica é de 0,51kg de etanol e 0,49kg de dioxido de carbono, por

quilograma de aclcar consumido.

C¢H1204 — 2C,HsOH + 2CO, (1) Fermentacao das hexoses
3CsH1905 —5C;Hs0H + 5CO, (2) Fermentacgao das pentoses

Um dos principais organismos utilizados no processo de fermentacdo alcodlica é a
Saccharomyces cerevisiae. Este organismo possui uma elevada produtividade de etanol sendo
muito tolerante para concentracoes elevadas de etanol e de compostos de inibicao. No
entanto, a estirpe selvagem nao possui capacidade para fermentar as pentoses, como a xilose
(Hahn-Hagerdal et al., 2007). Para ultrapassar esta limitacdo comecaram a utilizar-se
microorganismos com capacidade de fermentar simultaneamente hexoses (C4) e pentoses (Cs)

como a Pichia stipitis, Candida shehatae e Pachysolan tannophilus (Chandel et al., 2007).
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Outra abordagem consiste em alterar

geneticamente a Saccharomyces cerevisiae

introduzindo-lhe a xilose reductase e a xilitol desidrogenase (Tomas-pejo et al., 2008). A

tabela 1.10 apresenta as potencialidades e as fraquezas de alguns microorganismos utilizados

no processo fermentativo.

Tabela 1.10 - Potencialidades e as fraquezas de alguns microorganismos utilizados no processo

fermentativos (Hahn-Hagerdal et al., 2007)

) ) Utilizacao de aglcares Produtos Tolerancia Meio
Microorganismo
Glu Xil Gal Man Ara | EtOH Outros | Alcool Acido | O, pH

Bactérias

+ + + + + + + - - - Neutro
anaerobias
E. coli + + + + + - + - - - Neutro
Z. mobilis + - - - - + - + - - Neutro
S. cerevisiae + + + - - + - ++ ++ - Acido
P. stipitis + + + + + + - - - + | Acido
Fungos )

+ + + + + + - ++ ++ - Acido
filamentosos

1.6 - Conversao de biomassa em etanol: integracdao de processos

A hidrolise e a fermentacdo podem ser integradas de modo a eliminar a acumulaciao de

acucares que inibem as enzimas impedindo a obtencdo de elevadas producdes de etanol. Os

processos podem ser integrados, como se pode observar na figura 1.30, sob quatro diferentes

combinacbes: hidrolise e fermentacdo separadas ou sequenciais (SHF), sacarificacdo e

fermentacdao simultanea

(SSF),

bioprocessamento consolidado (CBP)

Cellulase
Production

Blomass

Blomass » | Pretreatment

Fermentation

Fermentation

e w F e

sacarificacdo e co-fermentacao simultanea

(SSCF) e

Hydralysis
Cellulose Hydrolysis

Cb Fermentation

5

Farmantation

Cellulose Hydrolysis
C6 Fermentation
C5 Fermentation

Distillation

CBP
Consolidated
Bioprocessing

Bioethanol

Figura 1.30 - Integracdo das varias etapas no processo de producao de etanol celuldsico
(Chiaramonti et al., 2012)
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Hidrolise e fermentacdao em separado ou sequencial (Separate Hydrolysis and Fermentation
SHF) - nesta combinacdo os processos de hidrolise enzimatica, de fermentacdo das hexoses e
de fermentacao das pentoses sao realizados separadamente, com a utilizacao de diferentes
reactores para cada uma das etapas. Consegue-se assim uma optimizacao das condicoes de
operacao para cada um dos processos. A hidrolise enzimatica pode ser realizada num
intervalo optimo de temperatura compreendido entre 45 e 50°C e a fermentacdo com
temperaturas em torno dos 30°C. Na combinacdo SHF o liquido resultante da hidrolise
enzimatica entra em primeiro lugar num reactor de fermentacao de hexoses. Neste reactor
ocorre uma primeira destilacao do etanol. As pentoses ndao sao fermentadas neste primeiro
reactor sendo encaminhadas, no final da fermentacao das hexoses, para um segundo reactor,
no qual, organismos fermentativos das pentoses sao acomodados num meio com valores
ajustados de temperatura e pH. Uma das desvantagens do processo SHF reside na inibicao das
enzimas pelo produto da reaccao, glucose e celobiose, na hidrélise enzimatica. Para limitar
esta inibicao é necessario utilizar baixas concentracdes de solidos e altas cargas enzimaticas,
conduzindo estes requisitos a obtencdo de baixas concentracoes de etanol. Estas
condicionantes tornam o processo SHF com custos elevados no processo de fermentacao e na

recuperacao do etanol (Hamelinck et al., 2005).

Sacarificacdo e Fermentacao Simultanea (Simultaneous Saccharification and Fermentation -
SSF) nesta combinacdo de processos a hidrdlise das hexoses e respectiva fermentacdo séo
realizadas no mesmo reactor, sendo realizada a fermentacao das pentoses posteriormente e
num reactor a parte. A glucose que vai sendo gerado no processo de hidrolise enzimatica é
consumida imediatamente pelos microorganismos que a convertem em etanol. Assim, os
baixos niveis de glucose e celobiose tém como consequéncia uma reducdo substancial da
inibicdo enzimatica podendo-se nesta combinacdo utilizar-se uma carga enzimatica mais
baixa. A presenca de etanol durante a hidrélise reduz também as probabilidades de
contaminacao reduzindo a possibilidade de invasdao de microorganismos nao desejaveis.
Devido as diferentes temperaturas optimas de hidrolise e fermentacdo é aconselhavel a
utilizacdo de microorganismos termotolerantes (37-38°C). Como desvantagem nesta
combinacdo é verificada uma taxa de conversdao enzimatica mais baixa, uma vez que a

temperatura tem de baixar do grau optimo 45-50°C para 38°C (Chandel et al., 2007).

Sacarificacdo e Co- Fermentacdao Simultdnea (Simultaneous Saccharification and Co-
Fermentation - SSCF) nesta combinacao integra-se a fermentacao das pentoses no mesmo
reactor que realiza a hidrdlise enzimatica e a fermentacdo das hexoses. Este processo reduz o
numero de reactores e a inibicdo pelos produtos de reaccdo enzimatica glucose, celobiose e
xilose. Esta combinacao tem sido testada ultimamente em numerosos estudos que apontam
uma reducao de custos e uma base econémica para a sustentabilidade de producao de etanol
a partir de material lenhoceluloésico (Hickert et al., 2013; Olofsson et al., 2010; Suriyachai et

al., 2013) mas outros investigadores identificam a baixa temperatura do processo (30°C) e a
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inibicao pelo etanol como os principais factores limitantes ao seu desenvolvimento (Jin et al.,
2012).

Conversao Microbiana Directa (Consolidated BioProcessing - CBP) Esta via necessita de ser
realizada dentro de um organismo capaz de realizar simultaneamente os quatro processos
requeridos: producdo de enzimas, hidrolise, fermentacdao de hexoses e fermentacao de
pentoses. A producao de enzimas pelo microorganismo faria reduzir significativamente o
custo do processo, no entanto até ao presente ainda ndo foi encontrado um organismo
suficientemente robusto que aliasse uma elevada producao de enzimas a uma elevada
producao de etanol. Neste processo os microorganismos geram uma quantidade significativa
de subprodutos, nao desejados, que fazem baixar ainda mais a producao de etanol. No
entanto dos microorganismos que apresentam potencial para poderem ser utilizados na
producao de etanol por CBP destacamos a E. coli MG1655 AfadE, a E. coli DH1 AadhE, o
Bacillus coagulans, o Clostridium thermocellum, o Trametes hirsute (bolores brancos) e o

Fusarium oxysporum (Hasunuma et al., 2012).
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1.7 - Processos industriais de producéao de etanol celulésico

A maioria dos processos industriais de producao de etanol celulésico, como podemos ver pela
observacao da figura 1.31 concentra-se nos Estados Unidos da América (EUA). Neste pais em
2013 estavam em operacao, de acordo com o relatorio da (AEC, 2013), um total de 8 unidades
comerciais, estando a ser construidas ou a aguardar licenciamento outras 8 unidades. Para
além destas unidades contavam-se ainda, naquele pais, um total de 10 unidades
experimentais, utilizadas para investigacao, demonstracao ou como unidades piloto. Para
além dos EUA possuem unidades comerciais de producdo de etanol celuldsico a Italia, com
uma unidade em Crescintino e o Brasil com uma unidade em Sao Paulo. Dos restantes paises,
apenas a Dinamarca e o Canada prevéem construir nos proximos anos unidades comerciais de

producao de etanol celuldsico.

N — Unidade Investigacio/
'f..\ ‘\TI"' r** Piloto/ Demonstracao
S/ [ | =
—{ | Unidade em construcao
L ‘i ou em licenciamento
S Unidade comercial
\-.._ %
o | -I‘L-"
BRASIL CHINA DENMARK  GERMANY ITALY SPAIN
an’"d  Kalundborg ™d Munique i Rivalta ™d Salamanca *'d
Sdo Paulo Shangai ™ d Maabjere W Straubing™d  (recdntino

Figura 1.32 - Unidades de producao de etanol celuldsico (AEC, 2013)

De acordo com os dados fornecidos pela AEC e sem contar com a producao na unidade
brasileira, a producao de etanol celuldsico em 2013 atingiu cerca de 296 Milhdes de litros. Até
2016 espera-se, com a entrada de 10 novas unidades, que a producao atinja cerca de 1028
milhdes de litros de etanol celulodsico, ou seja, um aumento em 3 anos de 347%. A tabela 1.11
apresenta as empresas com unidades, construidas ou previstas de entrar em funcionamento
até 2016, de producdao comercial de etanol celuldsico. A producdo esperada de etanol
celulosico em 2016 sera obtida em 37,0% a partir da conversao de residuos agricolas (palhas e
forragens) e em 35,3% a partir da conversdao de residuos florestais. A producao de etanol
celulosico a partir da conversao de residuos solidos urbanos representara cerca de 12,9%. A
utilizacdo na mesma unidade de residuos agricolas e florestais no mesmo processo de
conversao apenas representara cerca de 7,4%. Este peso sera também o verificado para a

producao de etanol celulédsico a partir de culturas dedicadas.
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Tabela 1.11 - Empresas com unidades construidas ou previstas de entrar em funcionamento

até 2016 de producao comercial de etanol celulésico (AEC, 2013)

Inicio
Empresa  Localizacdo e producédo (ML/ano) Tipo de Biomassa .
operacgao
Palha de trigo e
ABENGOA Hugoton (EUA) w 95 ] Out.2013
forragem de milho
Palhas, forragem de
/3 Crescintino (Italia) 76  milho, choupo e Arundo  Out. 2012
Donax
BlueFire Fulton (USA) 72 Residuos florestais 2014
Enerkem  Eqmonton (Canada) 38 RSU 2013
Residuos solidos
Lawrenceville (USA) 4 urbanos e culturas 2012
. energéticas
EIFiberight g
Blairstown (USA) : ‘ 23 RSU e residuos nao 2013
alimentares
‘Fulgmm McCarran (USA) < 38 RSU 2014
Inbi % Maabjerg (DK) e 76 Palha de trigo Jan. 2016
con.
Biomass Refinery
Spiritwood (USA) 38 Palha de trigo 2012
INEQ)S Bio Vero Beach (USA) 30 RSU e residuos agricolas 2012
] . . Bagaco de cana-de
V1 Piracaiba (Brasil) , 2012
I0GEN agucar
Columbus (USA) 49 Residuos florestais 2012
KiOR 3
Natchez (USA) * 151 Residuos florestais 2014
LanzaTech® Soperton(USA) W 15 Residuos florestais 2014
:v; MASCOMA
: Kinross(USA) * 76 Madeira florestal 2015
Fo=T @M Emmetsburg (USA) * 76 Forragem de milho  Out. 2013
Boardman (USA) * 95  Palha de trigo e choupo 2015
BRP Sampson (USA) * 76 Culturas dedicadas 2012
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Capitulo 2 - Metodologia
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Metodologia

Os métodos analiticos seguidos neste trabalho encontram-se descritos de seguida. Todas as
alteracdes aos métodos sao devidamente referidos, assim como os principais equipamentos
utilizados. Os métodos analiticos utilizados na caracterizacao quimica das espécies vegetais
encontram-se normalizados. Todos os ensaios laboratoriais foram realizados em duplicado ou
triplicado de acordo com o normalizado para o ensaio. O diagrama 2.1 apresenta

sinteticamente a metodologia utilizada na analise dos pré-tratamentos.

A - Procedimento para
analise quimica da
matéria-prima

B - Procedimento do
pré-tratamento acido
H,S0,4

C - Procedimento dos
pré-tratamentos alcalinos
NaOH, NaOH+H,0, e NH;

A1/ B1/ C1 - Preparacdo matéria - prima - Capitulo 3.1.1

2

2

¥

A2 - Determinacao dos
extractaveis
Capitulo 2.1.2
N° de amostras - 6

2

B2 - Modelacao e
pré-tratamento
34 ensaios
Capitulo 2.2

C2 - Modelacao e
pré-tratamento
34 ensaios por pré-tratamento
Capitulo 2.2

¥

¥

A2 - Determinacao do
teor de cinzas
Capitulo 2.1.3

N° de amostras - 4

B3 - Filtracao do pré-tratado
Hidrolisado - parte liquida
Residuo Solido - parte sdlida

C3 - Filtragao do pré-tratado
Hidrolisado - parte liquida
Residuo Solido - parte solida

) 2

L

A3 - Determinacao da
lenhina acida soluvel
Capitulo 2.1.5
N° de amostras - 6

] ¥

¥

A4 - Determinacao da
lenhina acida insoluvel
Capitulo 2.1.5
N° de amostras - 6

¥

A5 - Determinacao dos
acUcares, subprodutos
e produtos de
degradacao
Capitulo 2.1.7
N° de amostras - 6

. B‘.t BS Cc5 Cc4
Hidrolisado Residuo Residuo Hidrolisado
Centrifugacao s6lido solido
Neutralizado Acidificacao
‘ precipitacao e
centrifugacao
B4.1 e
Determinacao
AcUcares ‘
Redutores B5.1 e C5.1 C4.1
Totais Secagem e Lo s
Capitulo 2.2.1 pesagem do thaemﬂfngf °
residuo sélido . .
dissolvida
; Determinacéo de Capitulo 2.2.1

A3, A4, A5
B4.2 Capitulo 2.2.2
Determinacao
da lenhina
dissolvida e B5/C5 - Residuo Sélido
A5 neutralizado para hidrélise

Capitulo 2.2.1

enzimatica Capitulo 2.3.5

Diagrama 2.1 - Metodologia utilizada na analise dos pré-tratamentos
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2.1 - Métodos analiticos

2.1.1 - Materiais e reagentes

Na realizacdo dos ensaios experimentais utilizou-se diverso material de laboratério, desde
material corrente de vidro (pipetas, provetas, copos de precipitacao, tubos de ensaio, balées
de fundo redondo, extractores soxhlet entre outros), bem como material eléctrico (mantas de
aquecimento, placas de agitacao, etc.). Os equipamentos utilizados especificamente em cada
método analitico encontram-se descritos no mesmo. Os reagentes utilizados neste trabalho

encontram-se descritos na Tabela 2.1 de forma a facilitar a apresentacao e interpretacao

Tabela 2.1 - Reagentes utilizados durante os ensaios experimentais

Reagente Descricao
4-Nitrofenil B-D-glucopiranosido (p-NPG)  (C;,H{sNOg, Merck, CAS n°® 2492-87-7)

5-Hydroxymethylfurfural (5-HMF)
Acido acético
Acido citrico

Acido 3,5 - dinitrossalicilico - DNS

Acido férmico
Acido sulfirico
Amoniaco
Carbonato de calcio
B - glucosidases
Celulases

Citrato de sodio
D(+) Galactose

D(+) Glucose (Monohidratada)
D(+) Manose

D(+) Xilose

Etanol

Furfural

Glicina

Hidroxido de sodio
L(+) Arabinose
Azida de sodio
p-nitrofenol

Peroxido de hidrogénio
Tartarato de sodio e potassio
tetrahidratado

Polietilenoglicol4000 (PEG4000)
Albumina do soro bovino (BSA)
Tolueno

Xilanases

Xilano

(CeHeO3, Sigma-Aldrich, n°67-47-0)

(C;H40,, Panreac, n°64-19-7)

(C¢H;07.H,0, Pronalab, CAS n° 9014-63-5)
(C;H4N,05, Sigma-Aldrich, CAS n°: 609-99-4)
(CH,0,, Sigma-Aldrich, n°64-18-6)

(H,SO4, Sigma-Aldrich, CAS n° 7664-93-9)
(NH4OH, José M. Vaz Pereira, CAS n° 1336-21-6)
(CaCO0s, José M. Vaz Pereira, CAS n°471-34-1)
NS50010 e NS22118 - Novozymes®

NS50012 e NS22086 - Novozymes®
(CeHsNa307.2H,0, Merck, CAS n° 6132-04-3)
(CeH120¢, Merck, 59-23-4)

(CeH120¢.H,0, Merck, 14431-43-7)

(CeH120¢, Merck, 3458-28-4)

(CsH400s, Merck, 58-86-6)

(CH3CH,0H, Sigma-Aldrich, CAS n°64-17-5)
(CsH40,, Sigma-Aldrich, n°98-01-1)
(C2HsNO,, Merck, CAS n° 56-40-6)

(NaOH, Sigma-Aldrich, CAS n° 1310-73-2)
(CsH400s, Merck, 87-72-9)

(NaN3;, Riedel, CAS n° 26628-22-8)
(CeHsNO3, Merck, CAS n° 100-02-7)

(H,0,, Merck, CAS n° 8007-30-5)

(KNaC4H,404-4H,0, Sigma-Aldrich, n°6381-59-5 )
(HO(C;H40),H, Merck, CAS n° 25322-68-3)
(Polipeptideo, Sigma-Aldrich, CAS n° 9048-46-8)
(CeHsCH3, Sigma-Aldrich, CAS n°: 108-88-3)
NS22036 e NS22083 - Novozymes®

(CsH400s, Sigma,9014-63-5)
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2.1.2 - Preparacao da matéria-prima

A matéria-prima utilizada foi recolhida apés a poda do olival sendo formada por pequenos
ramos (diametro inferior a 4cm) e folhas. No terreno procedeu-se ao seu destrocamento num
triturador (TUV Rheinland Viking KE-3423) de forma a diminuir o volume a transportar. Uma
vez no laboratorio este material foi sujeito a secagem ao ar livre.

A preparacao da matéria-prima para analise da sua composicao foi efectuada de acordo com a
norma NREL/TP-510-42620 (Preparation of Samples for Compositional Analysis)(Hames et al.,,
2005) que estabelece um tamanho para a fraccao de material a analisar entre 0,180 e
0,500mm. Para este efeito a matéria-prima foi moida num moinho de laminas (Retch Miihle -
West Germany) e posteriormente crivada tendo-se utilizado os crivos 0,180mm (80mesh) e
0,500 (35mesh) conformes com as especificacoes da American Society for Testing and
Materials (ASTM).

2.1.3 - Extractaveis

A determinacado do teor de extractaveis foi realizada segundo a norma Tappi 204 om-88
(Sithole et al., 1991). Cada amostra foi colocada num cartucho de extraccao e este no
respectivo soxhlet, ao qual foi acoplado um baldao de fundo redondo com uma solucao de
etanol e tolueno numa proporcao de 1:2 (v/v). A amostra foi entdo extraida durante pelo
menos 24 ciclos de extraccdo. A quantidade extraida foi quantificada apds evaporacao do
solvente e secagem do residuo a 105 + 3°C. A equacdo 2.1 expressa a percentagem de

extractaveis relativamente ao peso da amostra completamente seca (Oven Dry Weight - ODW)

(Peso balaocom extractaves — Peso balao )
obw

Eq.2.1 % Extractaveis = x100

Em todas as amostras utilizadas para as restantes analises foram retirados previamente os
extractaveis, de modo a que estes nao interferissem nos processos analiticos (Sluiter et al.,
2005a).

2.1.4 - Cinzas

O conteldo em cinzas é a quantificacdo dos sais minerais e outros materiais inorganicos
contidos numa amostra de biomassa. O teor de cinzas é dado pelo peso do residuo que resulta
da combustao completa da amostra. A determinacao das cinzas foi realizada de acordo com a
norma NREL/TP-510-42622 (Determination of Ash in Biomass) (Sluiter et al., 2005b) sendo a
incineracao realizada, em Mufla, a temperatura de 525 £ 25°C. O resultado, equacéo 2.2, é

expresso em percentagem relativa ao peso da amostra completamente seca.

(P es Ocadinho comcinzas ~— Pes ocadinho )
obDwW

Eq.2.2 % Cinza= x100
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2.1.5 - Lenhina

A determinacao dos teores de lenhina insolivel e solivel foi efectuada segundo a norma
NREL/TP-510-42618 (Determination of Structural Carbohydrates and Lignin in Biomass)
(Sluiter et al., 2008a) sendo requerida para sua aplicacao, amostras livres de extractaveis.

No seu procedimento foi realizada uma hidrolise acida dividida em duas etapas, para
fraccionar a biomassa, em formas estruturais que possam ser facilmente quantificadas. Pesou-
se para cada frasco o correspondente a 300mg de amostra completamente seca. Adicionou-se
depois a cada um dos frascos 3ml de acido sulfurico diluido a 72%. Os frascos foram em
seguida incubados num banho-maria a 30+3°C durante 60+5 minutos. Apds 60 minutos os
frascos foram retirados do banho e adicionou-se 84+4ml de agua destilada, de modo a diluir o
acido para 4%. Os frascos foram depois agitados e colocados em autoclave (Tuttnauer 2540ML)
a 121°C durante 60minutos. No final deste periodo foram retirados procedendo-se a filtracao
do seu contetdo em cadinhos filtrantes com recurso a bomba de vacuo (Pfeiffer Balzers).
Antes deste procedimento os cadinhos filtrantes foram calcinados na mufla (Vulcan,3-550) a
575+25°C durante 4 horas e arrefecidos num excicador durante pelo menos 1 hora, de forma a
determinar-se a sua tara com um erro maximo de 0,1mg.

O filtrado obtido foi guardado, em tubos de 50ml para determinacao posterior da lenhina
acida sollvel, bem como de aclcares e produtos de degradacao. O residuo insolivel acido
retido no cadinho filtrante foi seco em estufa a 105+3°C até atingir peso constante. Os
cadinhos filtrantes com o residuo insolivel acido foram retirados para um excicador e
pesados. De seguida voltavam para a estufa durante mais 1 hora sendo no final deste periodo
novamente retirados para o excicador e pesados. A secagem do material terminava quando o
peso registado entre duas pesagens sucessivas apresentasse uma diferenca inferior a 0,1mg.
Para determinacao das cinzas da lenhina acida insolvel, os cadinhos com o residuo sélido
foram colocados na mufla a 575+25°C durante 24+6 horas tendo-se utilizado a rampa de
aquecimento recomendada pela norma. No final deste periodo colocaram-se os cadinhos
calcinados num excicador para arrefecerem tendo sido depois pesados com um erro maximo
de 0,1mg.

A lenhina acida insoluvel (Acid-Insoluble Lignin - AIL) corresponde a fraccao soélida resultante
deste procedimento. O resultado foi expresso em percentagem relativa a massa de amostra

completamente seca conforme se apresenta na equacao 2.3.

(Peso cadinhocom AIL — Pes Ocadinho ) - (Pesocadinho comcinzas ~— Pesocadinho )
obDw

Eq.2.3 % AIL= x100

A lenhina acida solivel (Acid-Soluble Lignin - ASL) encontra-se presente na fraccdo liquida
sendo a sua determinacao realizada através de leituras de absorvancia, no comprimento de
onda apropriado (240nm), tendo-se utilizado para tal o espectrofotometro de absorcao

molecular UV/Vis (THERMO (spectronic) Electron - hélios gama).
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As absorvancias foram lidas nos 240nm devido ao facto de termos considerado, para definicao
da constante de absorvidade (¢ = 25 L/g cm), os residuos das podas do olival como
semelhantes aos do Populus deltiodes NIST SRM8492, dado que sao ambas folhosas, tendo em
conta a tabela de absorvidade da referida norma.

A determinacao da lenhina acida sollvel foi realizada logo apos a obtencéo do filtrado tendo-
se diluido as amostras de modo a que os valores de absorvancia estivessem compreendidos
entre 0,700 e 1,000. Como branco utilizou-se agua destilada. Todas as amostras foram lidas
em triplicado e registado o seu valor até a milésima. A determinacao da lenhina acida soluvel

foi realizada de acordo com a equacao 2.4.

Uv,_.. xVolumey; x Diluicd@o
Eq.2.4 % ASL=—2% filtrado ”— X100
£ x ODW

Onde:
UV.,s = média de absorvancia para a amostra a 240nm
€ = constante de absorvidade

ODW = peso da amostra completamente seca (oven-dry weight)

2.1.6 - Acucares redutores totais

A concentracdo de acucares redutores totais presentes nas solucdes dos substratos tratados
foi determinada através do método de Miller (Miller, 1959). Este método baseia-se na reaccao
de oxidacao - reducao entre o acido 3,5 - dinitrossalicilico e os acUcares redutores, em meio
alcalino e a 100°C, com formacao de um complexo acastanhado - o acido 3 - amino - 5
nitrosalicilico, que pode ser detectado num espectrofotometro a 540 nm.

O reagente DNS resulta da mistura de duas solucoes. Preparou-se uma solucao A de 10 g de
acido 3,5 dinitrossalicilico (DNS) em 200 ml de uma solucéo de hidréxido de sédio 2mol/dm?®.
Preparou-se uma solucédo B de tartarato de sodio e potassio tetrahidratado em 500 ml de agua
destilada. Dissolveu-se o DNS na solucdo de hidréxido de sodio (NaOH) a 80°C. O tartarato de
sodio e potassio foi dissolvido na agua destilada a mesma temperatura (80°C). Misturaram-se
as duas solucoes, a temperatura referida, e homogeneizou-se imediatamente. Depois da
solucao fria, completou-se o volume a 1000ml, com agua destilada. Guardou-se o reagente ao
abrigo da luz (Bezerra, 1995; Gil, 2008). No trabalho desenvolvido aplicou-se este método na
analise dos acUcares presentes no hidrolisado resultante do pré-tratamento com acido

sulfirico e na quantificacdo dos acUcares libertados durante a hidrolise enzimatica.

2.1.7 - Acucares e produtos de degradacao

Para a determinacdo dos aclcares e produtos de degradacdo utilizou-se um aparelho de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (High-Performance Liquid Cromatography - HPLC).
Para a sua analise utilizaram-se duas colunas distintas, a Aminex-87P (Bio-Rad, Hercules, CA)
para determinacao dos hidratos de carbono estruturais, como a glucose, xilose, galactose,
arabinose e manose de acordo com o expresso na norma NREL/TP-510-42618 - Determination

of structural carbohydrates and lignin in biomass (Sluiter et al., 2008a), e a coluna Aminex-
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87H (Bio-Rad, Hercules, CA) para determinacdo de produtos de degradacdo, como o acido
acético, acido formico, hidroximetilfurfural (HMF) e furfural seguindo o procedimento
laboratorial constante na norma NREL/TP-510-42623 - Determination of sugars, byproducts,
and degradation products in liquid fraction process samples (Sluiter et al., 2008b).

A injeccao na coluna Aminex HPX-87P dos hidrolisados, resultantes da dupla hidrélise acida
contendo os aclicares, requere previamente a correccao do pH dos hidrolisados para valores
compreendidos entre 5 e 6, bem como a sua filtracao a 0,22um. O eluente utilizado foi agua
bi-destilada, com um caudal de 0,6ml/min, tendo sido utilizada uma temperatura na coluna
de 80°C. A deteccao dos compostos foi executada pelo detector de refraccao (Refractive
index detector - RID) e pelo detector UV-Vis a 280nm.

Para determinacdo de aclcares e produtos de degradacdo na coluna Aminex HPX-87H os
hidrolisados, resultantes da dupla hidrolise acida, nao necessitam de neutralizacdo sendo
contudo, também filtrados a 0,22um antes de cada injeccdo. O eluente utilizado foi uma
solucao de acido sulfurico 0,005M (278ul/L), com um caudal de 0,5ml/min. A temperatura da
coluna foi de 65°C tendo sido a deteccao realizada pelos detectores RID e UV-Vis a 280nm.
Para a determinacao dos compostos foi utilizada uma curva de calibracao realizada a partir
de solucdes padrao de glucose, xilose, galactose, arabinose, manose, acido acético, acido
formico, HMF e Furfural (Tabela 2.2).

Tabela 2.2 - Concentragdes utilizadas para calibracdo de acucares e produtos de degradacao

Composto C C, Cs C4 Cs Equacao de R?
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) calibracao

D(+)glucose 1000 2000 4000 8000 16000 y = 2,7459x 0,999

D(+)xylose 1000 2000 4000 8000 16000 y = 3,3408x 0,999

L(+)arabinose 1000 2000 4000 8000 16000 y = 3,2395x 0,999

Acido acético 200 300 600 800 1400 y =1,5593x 0,999
Acido férmico 500 1000 2000 4000 8000 y = 1,0285x 0,999
HMF 100 150 300 400 700 y = 630,9662x 0,988
Furfural 100 150 300 400 700 y =802,0565x 0,999

Na analise quimica dos acglcares presentes na matéria-prima, a coluna Aminex HPX-87P nao
detectou a presenca de galactose e manose. Assim, e tendo em conta que a coluna Aminex
HPX-87H mostrou ser capaz de, para além dos produtos de degradacédo considerados, também
detectar e quantificar a glucose, xilose e arabinose, entendemos nao ser necessaria a
utilizacdo da coluna Aminex HPX-87P nas andlises posteriores, efectuando a separacao e

identificacao dos compostos sé com uma coluna com a consequente economia de tempo.
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2.2 - Pré-Tratamentos

No trabalho desenvolvido foram testados 4 tipos de pré-tratamentos: acido sulfurico,
hidréxido de sddio, hidroxido de sddio com adicao de perdxido de hidrogénio e amoniaco.

A modelacao dos pré-tratamentos foi realizada com recurso ao programa informatico Design
Expert 7 Trial Version (Stat-Ease inc. Minneapolis), recorrendo a Metodologia de Superficie de
Resposta com um Central Composite Design. Em cada pré-tratamento foram testadas um
conjunto de 15 condicées de ensaio, com 6 repeticdes no ponto central e duplicacao nos
restantes pontos, totalizando um total de 34 ensaios.

Os pré-tratamentos foram levados a cabo num banho termoestatizado de PEG400 [Figura
2.1(a)] no qual foram imersos mini-reactores de aco inoxidavel de 200ml [Figura 2.1(b)]
dentro dos quais se efectuava o pré-tratamento. O teor de matéria seca (TMS) foi
previamente determinado, em balanca térmica (Metter LJ16 Moisture Analyzer), em todas as
amostras sujeitas a pré-tratamento [Figura 2.1(c)] para que no reactor fossem sempre

colocadas 10g de amostra completamente seca.

B METTLIR L Momns Aredyom

Figura 2.1 - Banho termostatizado de PEG 400 (a), reactores de aco inox de 200 mL (b) e

determinacéo do teor de matéria seca do material (c)

A adicdo do reagente foi realizada através de uma solucdo diluida do mesmo, a qual se
adicionou agua destilada até perfazer o volume total de 100ml no reactor. Cada reactor
continha 10g de biomassa seca e 100ml de solucdo de reaccao, ambos a temperatura
ambiente. A colocacao dos reactores selados no banho termoestatizado foi realizada quando o
banho atingia a temperatura prevista para o pré-tratamento. O tempo de residéncia foi
contado a partir do instante em que, apos a introducdo dos reactores a temperatura
ambiente, o banho termoestatizado atingia a temperatura pretendida do pré-tratamento.
Apds decorrer o tempo de reaccao dos pré-tratamentos, os reactores foram retirados do
banho e colocados em banho de agua gelada para arrefecer durante sensivelmente 15
minutos. Os reactores foram de seguida abertos, sendo removido o conteldo para um cadinho

de placa porosa numero 2, de forma a separar a fraccao sélida da liquida. A fraccao solida foi

-50 -



lavada com agua morna para remover os aclcares e produtos de degradacao remanescentes
da sua superficie, até perfazer uma quantidade de filtrado de 500 mL. Este filtrado foi
denominado de Hidrolisado sendo denominada a fraccao sélida remanescente de Residuo
Solido. Na figura 2.2 podemos observar as analises efectuadas a cada uma destas duas

componentes.

Lenhina dissolvida

Aclcares e produtos de
Hidrolisado degradacao por HPLC

N

AcUcares redutores totais - DNS

Pré-
tratamento

o

Lenhina acida insolavel - AlL

d |
5 Residuo

Cinzas da lenhina acida insolavel

solido

Lenhina acida solivel - ASL

9 Aclcares e produtos de
degradacao por HPLC

10
Residuo solido para hidrolise enzimatica

Figura 2.2 - Fluxograma das analises quimicas efectuadas ao material

proveniente dos pré-tratamentos

2.2.1 - Analise quimica dos hidrolisados resultantes do pré-tratamento

Os hidrolisados (1) dos pré-tratamentos alcalinos (NaOH, NaOH+H,0, e NHs) foram acidificados
até pH = 2,0. Este valor de pH foi conseguido através da adicdo de H,SO, seguido de uma
conservacao em frio (4°C) durante 24 horas. O objectivo deste procedimento foi provocar a
precipitacdo da lenhina dissolvida por accdo do pré-tratamento alcalino. Apds este
procedimento obteve-se lenhina precipitada (Lp), a qual foi seca e pesada, e uma lenhina
ainda dissolvida (Ls) que foi quantificada por leitura no espectrofotémetro. Todas as amostras
contendo lenhina dissolvida resultantes de pré-tratamentos (2) antes de serem lidas, foram
centrifugadas durante 10 minutos a 4500 r.p.m. em centrifuga (Kubota KN-70). Nos pré-
tratamentos alcalinos nao foi realizada a determinacao de aclcares e produtos de degradacao
no hidrolisado, uma vez que a literatura consultada apresenta como negligenciavel as
quantidades solubilizadas destes compostos. Assim optou-se por realizar a determinacao dos

acUcares por HPLC apenas na fraccao solida resultante do pré-tratamento.
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A analise dos acUcares e produtos de degradacao (3) nas amostras de hidrolisado resultante
de pré-tratamento acido foi realizada apenas com a utilizacdo da coluna Aminex HPX-87H.
Esta coluna serviu para proceder a separacao e quantificacao dos acUcares, glucose, xilose e
arabinose e dos produtos de degradacao, acido acético, acido formico, HMF e Furfural.

A determinacdo dos acUcares redutores totais pelo método do DNS (4) foi também realizada
apenas para os hidrolisados provenientes de pré-tratamento com acido sulflrico. Para tal,
adicionou-se em tubo de ensaio 1,0 mL de reagente DNS com 1 mL de amostra do hidrolisado
e 2 mL de agua destilada, agitando o tubo tapado com papel de aluminio, o tubo foi levado a
ebulicdo a 100°C em banho térmico durante 10 minutos, arrefecendo de seguida em banho
gelado e adicionando mais 6 mL de agua destilada agitando muito bem em Vortex antes de
efectuar a medicao espectrofotométrica. Esta medicao foi realizada utilizando como branco
uma solucao preparada de acordo com o referido anteriormente, mas substituindo a amostra
por agua destilada. Para a determinacdo dos aclcares redutores foram realizadas curvas de
calibracao para cada solucdo de DNS preparada, utilizando como padrao solucdes de D
(+)Glucose anidra em agua destilada com concentracées até 5000 mg/L. Valores de
concentracdo superiores ultrapassam a validade do método. E importante ainda referir que
todas as curvas de calibracdo efectuadas apresentam valores de R” superiores a 0,999, sendo

apresentado um exemplo destas curvas na figura 2.3.

3,000 -
2,500
2,000 +
1,500 +
1,000 +
0,500 +

0,000 1 1 1 1 |
0 1000 2000 3000 4000 5000

Libertacao de glucose [mg/L]

'y = 0,000518.X
R? = 0,9995

Absorvancia a 240nm

Figura 2.3 - Curva de calibracao para uma solucao de DNS utilizando a glucose como padrao

2.2.2 - Analise quimica dos residuos sélidos resultantes do pré-tratamento

Os residuos solidos provenientes dos pré-tratamentos serao posteriormente usados na
hidrolise enzimatica pelo que nao devem ser secos, uma vez que a secagem pode conduzir ao
colapso dos poros reduzindo consideravelmente o rendimento da hidrolise enzimatica
(Hendriks e Zeeman, 2009; Zhang et al., 2004). Os residuos devem ser também bem lavados
para remover todos os produtos que possam ter um papel de inactivacdo dos complexos
enzimaticos, como o acido formico na inactivacao das xilanases (Panagiotou, 2007). Apos a
filtracao e lavagem, os residuos solidos (5) foram pesados (peso himido) e em seguida

neutralizados, os provenientes de pré-tratamento acido com adicao de carbonato de calcio e
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hidroxido de sodio, os provenientes de pré-tratamentos alcalinos (NaOH, NaOH+H,0, e NH;)
neutralizados com adicdo de acido sulflrico. De seguida dividiu-se o residuo sélido em duas
porcdes, a primeira destinada para a hidrélise enzimatica foi congelada, a -16°C, enquanto
aguardava aquele processo, a segunda porcao do residuo solido foi pesada e seca de modo a
ser possivel a sua caracterizacdo quimica. A determinacao no residuo sélido da lenhina acida
insolivel (6), das respectivas cinzas (7) e da lenhina acida soluvel (8) foi realizada como
descrito no capitulo 2.1.4 e 2.1.5 A determinacdo dos acUcares e produtos de degradacao (9)
foi realizada seguindo o procedimento descrito no ponto 2.1.7 utilizando, tal como para a

analise dos hidrolisados, apenas a coluna Aminex HPX-87H.

2.2.3 - Condic¢des de pré-tratamento

Os trés factores de modelacao no pré-tratamento com acido sulfirico foram a temperatura
(x4, °C), o tempo de residéncia (x,, min) e a carga de acido (x3, w/w). A variacdo dos factores
foi efectuada de acordo com a constante na bibliografia consultada (Cara et al., 2007a;
Ferreira et al., 2011; Gil et al., 2012). O acido sulflrico neste pré-tratamento foi adicionado
a partir de uma solucdo com uma concentracdo de 5g/L preparada previamente. As variaveis
dependentes estudadas no hidrolisado resultante do pré-tratamento foram a determinacao de
aclcares redutores totais (y;, mg/L), a glucose (y,, %), a xilose (ys, %), a arabinose (ys, %)
solubilizadas e a formacdo produtos de degradacao (ys, %). As variaveis dependentes
analisadas no residuo solido do pré-tratamento foram a proporcdo de residuo solido
remanescente (ye, %), 0 conteido em lenhina (y;, %), em glucose (ys, %), em xilose (yy, %) €
em arabinose (Yqg, %) A tabela 2.3 apresenta o conjunto das 15 condicdes de ensaio testadas

no pré-tratamento acido.

Tabela 2.3 - Condicbes de ensaio testadas no pré-tratamento com acido sulflrico

Temperatura Tempo de residéncia Carga de acido sulfurico Ensaios realizados

(°C) (min.) (% w/w) n°
60 75 2,75 2
84 48 1,41 2
84 102 1,41 2
84 48 4,09 2
84 102 4,09 2
120 75 0,50 2
120 30 2,75 2
120 75 2,75 6
120 120 2,75 2
120 75 5,00 2
156 48 1,41 2
156 102 1,41 2
156 48 4,09 2
156 102 4,09 2
180 75 2,75 2

Total 34
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No pré-tratamento com hidroxido de sédio os trés factores de modelacdo foram a
temperatura (x;, °C), o tempo de residéncia (x,, min) e a carga de hidroxido de sodio (xs,
w/w) tendo sido a sua amplitude de variacao escolhida com base na bibliografia consultada
(Gupta, 2008; Lehto e Alén, 2013; Pan et al., 2005). Ao pré-tratamento inicial, modelado
estatisticamente, foram adicionados um conjunto de 6 novas condicdes de ensaio, nas quais
se aumentou em 10 vezes mais, as concentracdes de reagente dos pré-tratamentos de maior
severidade. Este procedimento teve como objectivo perceber a influéncia de um aumento
consideravel na concentracdo do reagente na constituicdo dos pré-tratados, especificamente
nos teores de lenhina e aclcares retidos no residuo solido e nas taxas de conversdo de
acucares obtidas na etapa de hidrélise enzimatica consequente.

A remocao de lenhina (y;, %) foi a variavel dependente estudada no hidrolisado resultante do
pré-tratamento. No residuo sélido as variaveis dependentes analisadas foram o contetdo em
lenhina (y,, %), em glucose (y3, %), em xilose (y4, %) € em arabinose (ys, %). A tabela 2.4
apresenta o conjunto das 15 condicoes de ensaio testadas inicialmente (1) juntamente com as

6 condicoes posteriormente adicionadas (2).

Tabela 2.4 - Condicdes de ensaio testadas no pré-tratamento com hidroxido de sddio

Temperatura Tempo de NaOH (1) NaOH (2) Ensaios
residéncia
(°C) (min.) (% w/w) (% w/w) n°
40 70 3.25 2
60 40 1.50 2
60 100 1.50 2
60 40 5.00 2
60 100 5.00 2
90 70 0.31 2
90 20 3.25 2
90 70 3.25 6
90 120 3.25 2
90 70 6.19 61,9 2+2
120 40 1.50 15,0 2+2
120 100 1.50 15,0 2+2
120 40 5.00 50,0 2+2
120 100 5.00 50,0 2+2
140 70 3,25 32,5 2+2
44
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No pré-tratamento com hidroxido de sédio e peroxido de hidrogénio os trés factores de
modelacao foram a temperatura (x4, °C), a carga de hidroxido de sodio (x;, w/w) e a carga de
peroxido de hidrogénio (x3, w/w). O tempo de residéncia utilizado neste pré-tratamento foi
de 45 minutos para todos os ensaios efectuados. Os intervalos de variacao dos factores
tiveram em conta os trabalhos, com este tipo de pré-tratamento, de outros autores (Banerjee
et al., 2011; Gupta, 2009; Kim et al., 2001; Rabelo et al., 2008)

0 hidréxido de sodio utilizado neste pré-tratamento foi adicionado a partir de uma solucao
com concentracdo de 10g/L preparada previamente. O perdxido de hidrogénio foi adicionado
a partir de uma solucao a 30% com uma densidade de 1,110kg/L.

A remocao de lenhina (y;, %) foi a variavel dependente estudada no hidrolisado resultante do
pré-tratamento. As variaveis dependentes analisadas no residuo solido do pré-tratamento
foram o conteldo em lenhina (y;, %), em glucose (ys, %), em xilose (y4, %) € em arabinose
(ys, %). A tabela 2.5 apresenta o conjunto das 15 condicdes de ensaio testadas no pré-

tratamento com hidroxido de sodio e peroxido de hidrogénio

Tabela 2.5 - Condicbes de ensaio testadas no pré-tratamento com NaOH e H,0,

Temperatura Carga de NaOH Carga de H,0, Ensaios realizados

(°C) (% w/w) (% w/w) n°
40 3,25 3,25 2
60 1,50 1,50 2
60 1,50 5,00 2
60 5,00 1,50 2
60 5,00 5,00 2
90 0,31 3,25 2
90 3,25 0,31 2
90 3,25 3,25 6
90 3,25 6,19 2
90 6,19 3,25 2
120 1,50 1,50 2
120 1,50 5,00 2
120 5,00 1,50 2
120 5,00 5,00 2
140 3,25 3,25 2

Total 34
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No pré-tratamento com amoniaco os trés factores de modelacdo foram a temperatura
(x4, °C), o tempo de residéncia (x,, min) e a carga de amoniaco (X, w/w). O amoniaco neste
pré-tratamento foi adicionado a partir de uma solucdo com concentracdo de 15% (v/v)
preparada previamente a partir de uma solucao de NH; a 25% (v/v). As condicdes de ensaio
tiveram em conta os trabalhos desenvolvidos por diversos autores (Gupta, 2009; Park e Kim,
2012; Pryor et al., 2012)

A remocao de lenhina (y;, %) foi a variavel dependente estudada no hidrolisado resultante do
pré-tratamento. As variaveis dependentes analisadas no residuo soélido do pré-tratamento
foram o conteido em lenhina (y,, %), em glucose (ys, %), em xilose (y4, %) e em arabinose (ys,
%). A tabela 2.6 apresenta o conjunto das 15 condicdes de ensaio testadas no pré-tratamento

com amoniaco

Tabela 2.6 - Condicdes de ensaio testadas no pré-tratamento com NHs

Temperatura Tempo de residéncia Carga de NH; Ensaios realizados

(°C) (min.) (% v/v) n°
50,0 270 8,00 2
56,5 115 2,83 2
56,5 115 13,17 2
56,5 425 2,83 2
56,5 425 13,17 2
75,0 270 1,00 2
75,0 60 8,00 2
75,0 270 8,00 6
75,0 480 8,00 2
75,0 270 15,00 2
93,5 115 2,83 2
93,5 115 13,17 2
93,5 425 2,83 2
93,5 425 13,17 2
100,0 270 8,00 2

34
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2.3 - HIDROLISE ENZIMATICA

Neste trabalho determinaram-se as actividades enzimaticas de seis complexos enzimaticos
gentilmente cedidos pela Novozymes. A determinacdao da actividade foi realizada em dois
complexos de celulases (NS50012 e NS22086), dois complexos de beta-glucosidases (NS22074 e
NS22118) e dois complexos de xilanases (NS22036 e NS22083).

2.3.1 - Determinacao da actividade das celulases

Na determinacao da actividade enzimatica das celulases foi seguido o procedimento analitico
laboratorial proposto pelo National Renewable Energy Laboratory (NREL) no seu relatorio
técnico NREL/TP-510-42628 (Adney e Baker, 2008) “Measurement of Cellulase Activities” que
se baseia nos trabalhos de medicao de actividades de celulases desenvolvidos por Ghose
(Ghose, 1987) e na metodologia para determinacao dos acgucares redutores através do uso do
acido dinitrossalicilico (DNS) (Miller, 1959).

O procedimento NREL/TP-510-42628 foi concebido para medir a actividade de celulases em
termos de "unidades de papel de filtro” (FPU) por mililitro de solucao da enzima original
(diluida). O objectivo consiste em encontrar a diluicdo de enzima que provoque a libertacao
de 2mg de aclcares redutores, em 60 minutos de reaccdo, a temperatura de 50°C. Para tal,
testaram-se varias diluicoes analisando-se em cada uma delas a quantidade de aclcares
libertada. A diluicdo correspondente a libertacdo de 2mg de aclcares redutores foi
determinada por interpolacao de diluicoes com libertacao de aclicares redutores proximas
daquele valor. A actividade expressa em FPU foi obtida de acordo com a formula expressa na
norma utilizada, na qual se multiplica a diluicdo encontrada por 0,37 (2,0mg de glucose/
(0,18016mg de glucose por micro mole x 0,5ml da diluicao x 60 minutos)).

Assim efectuaram-se varias diluicoes enzimaticas da solucdo mae colocando-se em cada tubo
de ensaio 0,5 ml de cada diluicao efectuada, juntamente com 1ml de tampao citrato 0,05M,
com pH igual a 4,8 e uma tira de papel de filtro Whatman n°1 (1,0 x 6,0 cm). Neste
procedimento sdo imersos dois tubos de ensaio de medicao de actividade enzimatica por cada
concentracao de enzima utilizada (enzima, substrato e tampao citrato), o controle de enzima
correspondente (enzima + tampao citrato), dois controlos de substrato (substrato + tampao) e
um tubo de ensaio correspondente ao branco (tampao). No final dos 60 minutos a reaccao foi
parada com a adicdo de 3ml de DNS e imersao em agua a 100°C, de todos os tubos por um
periodo de 5 minutos. No final os tubos de ensaio foram imersos num banho em agua gelada.
De modo a sedimentar material em suspensao que possa interferir na leitura da absorvancia
centrifugaram-se os tubos de reaccao enzimatica com o substrato a 5000rpm durante 10
minutos. Antes da leitura da absorvancia no espectrofotometro diluiram-se 0,2ml das solugdes
de todos os tubos utilizados, incluindo os padroes, em 2,5ml de agua destilada. A leitura da
absorvancia efectuou-se nos 540nm. A determinacao da actividade enzimatica foi realizada
com base na concentracdo de enzima responsavel pela libertacao de 2mg de glucose. A figura

2.4 mostra a relacao entre as concentracdes de enzima e a libertacao de glucose.
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Figura 2.4 - Relacao entre a libertacao de glucose e a concentracao de enzima NS22086

A actividade enzimatica determinada foi de 70 FPU/ml para o complexo NS50012 e de 148
FPU/ml para o complexo NS22086. Nos ensaios de hidrolise enzimatica subsequentes optamos

por utilizar o complexo com maior actividade enzimatica (NS22086).

2.3.2 - Determinacao da actividade das B - glucosidases

A medicao da actividade da B - glucosidase foi realizada através da medicao da absorvancia
do p-nitrofenol libertado por accao sobre o substrato 4-Nitrofenil B-D-glucopiranosido (p-NPG)
(Wood e Bhat, 1988).

Na sua preparacao pipeta-se 1,0ml de uma solucao 5mM de p-NPG, 200ul de enzima e 1,8ml
de solucdo 0,1M de tampao acetato, com pH igual a 4,8. A solucao é incubada a 50°C durante
30 minutos.

Neste banho sdo imersos dois tubos de ensaio de medicao de actividade enzimatica por cada
concentracao de enzima utilizada (enzima, substrato e tampao acetato), o controle de
enzima correspondente (enzima + tampao acetato), dois controlos de substrato (substrato +
tampao), um tubo de ensaio correspondente ao branco (tampao) e os tubos de ensaio para
determinacdo da recta de calibracdo do p-nitrofenol. A reaccdo é parada pela adicdo de
tampéao glicina 0,4M (pH = 10,8) que faz libertar o p-nitrofenol sendo a sua absorvancia
medida nos 430nm. A curva de calibracao previamente construida permitira relacionar a

absorvancia registada com a quantidade de p-nitrofenol libertado (Figura 2.5).
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Figura 2.5 - Recta de calibracao do p-nitrofenol

A unidade de actividade enzimatica (p-NPGU) corresponde a quantidade de enzima necessaria
para libertar 1umol de p-nitrofenol por minuto na mistura de reaccao nas condicées de ensaio
realizadas. A determinacdo da actividade enzimatica pode ser calculada através da equacao

2.5 que a seguir se apresenta:

Eq.2.5: ((Ag — A — Ags) < (Vs /VE)xDg)/T,) (Wood e Baht, 1988) onde:

Ac  Absorvancia da Enzima Ve Volume da Enzima na solucao de reaccao
A Absorvancia do Controlo da Enzima De Diluicao da Enzima
Ags Absorvancia do Controlo substrato T, Tempo de reaccao (30min)

Vs Volume da solugao de reaccao

A actividade enzimatica determinada foi respectivamente 19 p-NPGU/ml para o complexo
NS50010 e 426 p-NPGU/ml para o complexo NS22118. Para os ensaios de hidrélise enzimatica
foi utilizado o complexo NS22118, uma vez que apresentava a actividade enzimatica mais

elevada.

2.3.3 - Determinacao da actividade das xilanases

A determinacdo da actividade enzimatica das xilanases foi determinada seguindo a
metodologia da Carboxymethyl cellulase (CMCase) proposta pela IUPAC (Wood e Bhat, 1988)
utilizando o xilano a 1% como substrato (Mandels, 1974; Tabka, 2006).

Na sua preparacao pipetou-se 0,5ml de uma solucao de xilano a 1% (w/v) adicionando-lhe
0,5ml de enzima com uma dada concentracao. Nos tubos de ensaio para controlo da enzima)
substitui-se o substrato xilano por uma solucao 0,05M de tampao citrato, com pH igual a 4,8.
Adicionam-se ainda os dois tubos de controlo do substrato (0,5ml de Xilano + 0,5ml de tampao
citrato) e o tubo de ensaio correspondente ao branco (1ml de tampao citrato). No banho
quente foram colocados a 50°C, durante 30 minutos, os tubos de ensaio relativos as diferentes

concentracdes de enzima testadas (em duplicado), o tubo de ensaio de controlo da enzima
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correspondente, os dois tubos de ensaio relativos ao branco substrato, o branco e os tubos de
ensaio para determinacdo da recta de calibracao da xilose. No final deste periodo a reaccdo
foi parada com a adicao de 3ml de DNS e imersao em agua a 100°C, de todos os tubos por um
periodo de 5 minutos. No final os tubos de ensaio foram imersos num banho em agua gelada.

A medicao da absorvancia é realizada nos 540nm. A figura 2.6 apresenta a recta de calibracao

da xilose.
1
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g 08 R2 = 0,9961
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Figura 2.6 - Recta de calibracao da xilose

As actividades enzimaticas foram calculadas em unidades enzimaticas (U) definindo-se 1U
como a quantidade de enzima que catalisa a conversao de 1 micromole de substrato por
minuto (Nomenclature Committee of International Union of Biochemistry, 1978).

As actividades enzimaticas das xilanases utilizadas neste ensaio foram respectivamente 3631
U/ml para o complexo NS22036 e 7498 U/ml para o complexo NS22083. Nos ensaios de
hidrolise enzimatica foi escolhido o complexo NS22083 uma vez que foi aquele que

apresentou maior actividade enzimatica.

2.3.4 - Hidrélise Enzimatica

Neste trabalho foram realizadas cinco hidrolises enzimaticas tendo-se utilizado, como
substrato enzimatico, os residuos solidos provenientes de cada um dos pré-tratamentos. Em
cada pré-tratamento seleccionaram-se para hidrolise os ensaios nos quais o peso do residuo
solido remanescente era menor, indicador de uma maior severidade no pré-tratamento. Desta
forma, foi avaliada a hidrolise enzimatica em 5 condicdes de pré-tratamento com H,SO,, em
12 condicdes de pré-tratamento com NaOH, em 6 condicdes de pré-tratamento com NaOH e
H,0, e em 5 condicdes de pré-tratamento com NH;.

A hidrolise foi realizada com uma concentracao de solidos de 5% (2,5g de residuo sélido seco),
num tampao citrato 50mM com pH igual a 4,8 o qual continha como antibiotico 0,02% de azida
de sddio. A todas as amostras adicionou-se ainda 150mg de BSA.

Para digestao enzimatica foram utilizadas, em conjunto, trés enzimas comerciais, uma
celulase (NS22086), uma B-glucosidase (N522118) e uma xilanase (NS22083). De modo a evitar

a inibicao pelo produto causada pela acumulacao de celobiose utilizou-se uma carga
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enzimatica de B-glucosidase duas vezes superior a utilizada para o complexo de celulases.
Para a xilanase utilizou-se também a mesma razao de 2:1 relativamente a carga utilizada
para o complexo de celulases (Kumar e Wyman, 2009; Lloyd e Wyman, 2005; Pan et al., 2005;
Wyman et al., 2005).

Em cada hidrolise realizada testou-se a aplicacdo de duas cargas enzimaticas, uma com
18FPU/36p-NPGU/36IU por grama de biomassa e outra com 6FPU/12p-NPGU/12IU por grama
de biomassa.

Apos a adicao das enzimas, os baldées Erlenmeyer de 50ml contendo a mistura reaccional,
foram colocados numa incubadora orbital (New Brunswick Scientific) a temperatura constante
de 50°C e com uma agitacdo de 150rpm (Ferreira et al., 2010; Wei et al., 2012).Cada
condicdo de pré-tratamento foi analisada em triplicado para cada carga enzimatica,
juntando-se a este conjunto, 1 controle de substrato, para avaliar a possibilidade de
libertacao de aclcares a partir do substrato sem enzima. Para avaliar a presenca de acucares
nas solucdes enzimaticas utilizadas foi realizado um controle de enzima (enzima sem
substrato), por cada complexo enzimatico utilizado.

Para se determinarem as quantidades de acUcares libertados foram retiradas amostras de 1ml
as 0, 6, 12, 24, 48, 72 e 174 horas.

As amostras foram guardadas em eppendorfs a -20°C até serem analisadas. A analise dos
acucares libertados durante a hidrolise foi realizada pelo método do DNS. Neste método a
primeira operacdo consistiu na centrifugacao (Sigma 2K15) dos eppendorfs a 10 000rpm,
durante 10minutos. De seguida, foram retirados pequenos volumes das amostra de hidrélise
dos eppendorfs para tubos de ensaio, aos quais foi adicionado tampao citrato, para diluir as
amostras, até se perfazer um volume de 1ml por tubo. De seguida adicionou-se 3ml de DNS a
cada tubo sendo a solucao resultante homogeneizada com o auxilio de um vortex. Apos esta
operacao os tubos de ensaio contendo as amostras de hidrélise, bem como os tubos contendo
os padrdes de calibracao e o branco (1ml de tampao citrato e 3ml de DNS), foram imersos em
agua a 100°C, durante 5 minutos. Terminado este periodo os tubos de ensaio foram retirados
e colocados em banho gelado sendo-lhes adicionada 5ml de agua destilada. Com um volume
final de 9ml por tubo de ensaio e apds nova homogeneizacdo em vortex procedeu-se as
leituras espectrofotométricas nos 540nm.

Para a determinacao dos acUcares redutores foram realizadas curvas de calibracdo para cada
solucao de DNS preparada, utilizando como padrao solucdes de D (+)Glucose anidra em agua

destilada com concentracoes até 1500 mg/L.
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2.3.5 - Determinacao das interaccoes entre os complexos enzimaticos

Com o objectivo de se conhecer a influéncia e as interacgdoes entre os trés complexos
enzimaticos e a quantidade de solidos a hidrolisar procedeu-se a um ensaio preliminar com a
matéria-prima sem pré-tratamento. A tabela 2.7 mostra os diferentes valores que assumiram

cada um dos factores utilizados.

Tabela 2.7 - Combinacdes testadas para determinacao das interaccoes entre os complexos

enzimaticos
Ensaio Complexo de celulases B-glucosidase Xilanase Sélidos
NS22086 NS22118 NS22083

n° (FPU/50ml) (p-NPGU/50ml) (IU/50ml) (%)
9 82,50 165,00 82,50 1
21 48,75 97,50 48,75 2
2 48,75 97,50 116,25 2
14 48,75 232,50 48,75 2
11 48,75 232,50 116,25 2
6 116,25 97,50 48,75 2
23 116,25 97,50 116,25 2
20 116,25 232,50 48,75 2
16 116,25 232,50 116,25 2
1 15,00 165,00 82,50 3
30 82,50 30,00 82,50 3
12 82,50 165,00 15,00 3
8 82,50 165,00 82,50 3
15 82,50 165,00 82,50 3
22 82,50 165,00 82,50 3
25 82,50 165,00 82,50 3
26 82,50 165,00 82,50 3
28 82,50 165,00 82,50 3

82,50 165,00 150,00 3
7 82,50 300,00 82,50 3
24 150,00 165,00 82,50 3
19 48,75 97,50 48,75 4
10 48,75 97,50 116,25 4
29 48,75 232,50 48,75 4
13 48,75 232,50 116,25 4
3 116,25 97,50 48,75 4
18 116,25 97,50 116,25 4
17 116,25 232,50 48,75 4
27 116,25 232,50 116,25 4
4 82,50 165,00 82,50 5
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O delineamento experimental deste ensaio foi realizado no programa de analise estatistica
“Design Expert 7 Trial Version” utilizando a metodologia de superficie de resposta (Surface
Response) utilizando uma analise central composta. Neste programa foram introduzidos 4
factores, as cargas enzimaticas de cada um dos trés complexos enzimaticos e o teor de
solidos tendo sido escolhida como resposta a quantidade de acglcares redutores libertados.

0 ensaio foi realizado sobre a biomassa sem pré-tratamento, num volume reaccional de 50ml,
utilizando como suporte uma solucao de tampao citrato com pH igual a 4,8 e concentracao
final 0,05M. A analise da libertacdo de acucares redutores decorrente da hidrolise enzimatica

foi efectuada através do método do DNS as 42 e as 139 horas de reaccéo.
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Capitulo 3 - Resultados e discussao
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3.1 - Composicdao da matéria-prima

A tabela 3.1 apresenta a composicdo quimica, em base seca, da matéria - prima utilizada
resultante da analise de seis amostras. A analise por HPLC dos hidratos de carbono presentes
na biomassa revelou uma presenca de 51,15% de aclcares, sendo estes constituidos
maioritariamente por glucose (33,59%) e xilose (13,11%). A lenhina é o segundo componente
mais expressivo na constituicao do material utilizado representando cerca de 25% do seu peso

seco.

Tabela 3.1 - Composicao quimica da matéria - prima

Composicao Quantidades (%) + DP 2
Glucose 33,59 + 2,25
Xilose 13,11 + 1,02
Arabinose 4,55 + 0,20
Galactose n.d.
Manose n.d.
Acido acético 3,53 0,43
Lenhina acida insoluvel 18,07 £ 0,33
Lenhina acida solavel 6,89 + 0,06
Extractaveis 15,84 + 0,44
Cinzas 3,76 + 0,01

2 Composicao expressa em base seca
n.d. - ndo detectado

Nas madeiras de folhosas, como a oliveira, a xilose e a arabinose sao normalmente os
aclcares mais representativos na constituicao das hemiceluloses verificando-se um
predominio da xilose nessa constituicdo (Lynd et al., 1999). Ja nas madeiras de resinosas,
arvores, como os pinheiros e os abetos (Zhou e Dai, 2012), existe um predominio da manose
na constituicdo das hemiceluloses. Os teores de glucose, xilose, lenhina e outros acUcares
determinados encontram-se em concordancia com analises efectuadas para a mesma matéria

prima por outros autores, como pode ser verificado na leitura da tabela 3.2.
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Como se pode observar pela analise da tabela 3.2 os valores expressos, neste trabalho, para
os teores de glucose, xilose e lenhina encontram-se em consonancia com os determinados por
outros autores. No mesmo quadro sao também apresentadas os teores de glucose, xilose e

lenhina para outras fontes de material lenhocelulésico.

Tabela 3.2 - Composicao em glucose, xilose e lenhina em materiais lenhocelulésicos

(% em base seca)

Material lenho Outros .
L Glucose Xilose ] Lenhina Referéncia

celulosico acucares

33,8 16,6 2,0 24,7 (Requejo et al., 2011)

25,0 11,1 4,7 16,6 (Manzanares et al., 2011)
Residuos das

32,7 13,0 5,2 19,1 (Ballesteros et al., 2011)
podas do olival

32,9 11,1 4,7 18,8 (Cara et al., 2008a)

34,4 16,0 43 20,4 (Ruiz et al., 2006)

33,6 13,1 4.5 25,0 (matéria-prima em estudo)
Palha de trigo 32,7 19,3 2,7 16,8° (Sidiras et al., 2011)
Palha de milho 35,2 17,3 7,7 18,9° (Pei et al., 2012)
Bagaco de Sorgo 38,7 22,6 - 15,4 (Wu et al., 2011)
Bagaco de

’ 40,9 20,8 1,5 24,9 (Qiu et al., 2012)

Cana-de-acucar
Pinheiro 41,4 5,2 15,8 28,5 (Yu et al., 2011)
Picea 43,9 6,7 16,9 (Monavari et al., 2011)
Choupo 39,0 16,0 - 27,5 (DeMartini e Wyman, 2011)
Acacia 43,4 18,7 - 20,7 (Ferreira et al., 2011)
Eucalipto 44 4 17,5 1,1 27,7 (Romani et al., 2010)

2 _ Soma da lenhina acida insolUvel e lenhina acida soluvel

b _ Lenhina de Klason

Relativamente aos residuos das podas do olival podemos observar com base na analise da
tabela 3.2 que os teores de glucose foram inferiores a maioria dos materiais lenho celuldsicos
apresentados. Este facto pode ser explicado devido ao alto teor de extractaveis apresentados
pelos RPO, resultantes da maior ou menor incorporacao das folhas nos residuos utilizados. No
presente trabalho, o teor de extractaveis encontrado foi de 15,8%, no entanto, (Cara et al.,
2007), determinou um teor de extractaveis de 31,4%. O elevado teor de extractaveis faz com
que a valorizacao desta componente se torne foco de atencao, existindo diversos estudos que
defendem a aplicacdo dos compostos fenolicos presentes nestes extractaveis na area da
salde, nomeadamente na luta contra o cancro da mama (Bouallagui et al., 2011; Fu et al.,
2009; Taamalli et al., 2012) mas também na area de aditivos alimentares e da cosmética
(Laguerre et al., 2009).
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3.2 - Pré-tratamento com acido sulfurico

O pré-tratamento com acido sulfirico diluido é considerado um dos pré-tratamentos mais
eficientes sendo utilizado ha mais de 20 anos. Este pré-tratamento com custos reduzidos
consegue solubilizar as hemiceluloses e embora nao dissolva a lenhina esta fica inactiva
permitindo a accao das enzimas sobre a celulose (Pu et al., 2008; Yang e Wyman, 2008).

A formacéo de produtos de degradacdo a partir dos aclcares constitui uma das desvantagens
da aplicacdo dos pré-tratamentos acidos, quer pela reducdao nas taxas de conversao de
acucares durante o pré-tratamento, quer pelo facto, dos produtos de degradacdo formados
nesta fase terem um impacto negativo no processo de fermentacao posterior conseguindo
inibir o crescimento dos microorganismos responsaveis pela conversdao do acicar em etanol

(Panagiotopoulos et al., 2011).

3.2.1 - Aglcares redutores totais no hidrolisado dos pré-tratamentos com
H,SO04

A determinacao dos acUcares redutores totais (ART) foi a primeira analise efectuada nos
hidrolisados dos pré-tratamentos acidos, para avaliacdo da influéncia dos factores
temperatura, tempo e concentracao de H,50,, na solubilizacdo dos aclcares presentes na
biomassa. A tabela 3.3 apresenta as quantidades médias de ART libertados para o hidrolisado,

por grama de amostra, em funcao das condicdes de pré-tratamento utilizadas.

Tabela 3.3 - Quantidades médias de ART libertados para o hidrolisado em funcao das

diferentes condicoes de pré-tratamento

Temperatura - A Tempo - B Conc. H,SO4 (% w/w) - C  ART (mg/g amostra)

60 75 2,75 60,8 + 1,7
84 48 1,41 62,6 + 4,4
84 101 1,41 73,2+2,3
84 48 4,09 102,9 + 2,4
84 101 4,09 120,5+9,0
120 75 0,50 105,4 + 1,7
120 30 2,75 172,1 + 10,4
120 75 2,75 236,1+ 6,3
120 120 2,75 244,6 + 3,4
120 75 5,00 352,0 £ 17,2
156 48 1,41 289,8 +0,8
156 102 1,41 319,6 + 7,9
156 48 4,09 450,2 + 10,5
156 102 4,09 420,6 + 2,0
180 75 2,75 325,1+2,5
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Como podemos observar pela analise da tabela 3.3 a medida que se aumentou a severidade
do pré-tratamento aumentou também a libertacdo de ART para o hidrolisado. A maior
libertacdao de ART (450mg/g amostra) verificou-se nos pré-tratamentos realizados a 156°C,
durante 48 minutos e com uma carga de acido de 4,09%.

Para entender em que medida as variaveis utilizadas influenciaram a libertacao de ART foram
analisados diversos modelos com base na analise de variancia (ANOVA). Dos varios modelos
testados foi seleccionado o modelo clbico reduzido, por ser aquele que apresentou o
coeficiente de determinacao mais elevado, com um R? de 0,9826. A tabela 3.4 apresenta a
analise ANOVA para o modelo clbico reduzido, bem como a equacdo resultante para

estimativa das quantidades médias de ART libertados para o hidrolisado.

Tabela 3.4 - Analise ANOVA, com modelo de resposta cubico reduzido, para estimativa das

quantidades médias de ART libertados para o hidrolisado, no pré-tratamento acido

Soma dos Média dos Valor p-valor
Variavel quadrados df quadrados F Prob > F
Modelo 4,90E+05 9 54433.54 150.76 < 0.0001
A = Temperatura 69837.57 1 69837.57 193.42 < 0.0001
B=Tempo 3273.24 1 3273.24 9.07 0.0060
C = Conc. H,S0O4 60826.30 1 60826.30 168.46 < 0.0001
AB 207.87 1 207.87 0.58 0.4554
AC 7486.69 1 7486.69 20.73 0.0001
A* 3045.74 1 3045.74 8.44 0.0078
B* 793.55 1 793.55 2.20 0.1512
A*C 5892.76 1 5892.76 16.32 0.0005
AB* 25209.18 1 25209.18 69.82 < 0.0001
R? = 0,9826 R2ajustado =0,9761

Eq.3.1

ART (mg/g) = —1199,14935 + 5,35761 x A + 45,51284 x B — 251,74163 x C
—0,36597 X A X B+ 4,65593 x A x C + 0,039432 x A*> — 0,29767 x B?
—0,017511 X A*C + 0,00241462 x A x B?

A andlise da variancia, através da leitura da tabela 3.4, mostra que o modelo é
estatisticamente valido possuindo um p-valor < 0,0001, encontrando-se por isso ajustado.
Analisando o valor de F, verificamos que os efeitos lineares da temperatura (F = 193,42) e da
concentracao de acido (F = 168,46) foram os que se revelaram mais importantes na variacao
da resposta. A interaccao dos factores temperatura e concentracao de acido (AC) também foi
bastante significativa (p-valor <0,0001), assim como o efeito cUbico da temperatura com o
quadrado do tempo (AB?). Foi menos relevante, mas também importante por apresentar um
nivel de significancia (p-valor <0,0005), o factor interactivo entre o quadrado da temperatura
e a concentracdo (A’C). Os valores elevados de R® e R%judo Mostram uma elevada
proximidade entre os valores estimados pelo modelo e os resultados experimentais. A
equacao 3.1 apresenta a correlacao entre os factores considerados na construcao do modelo e

as quantidades de ART removidas para o hidrolisado.
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0 ajustamento do modelo construido pode ser observado na figura 3.1 na qual é expressa a
correlacao entre os valores estimados e os valores observados. A elevada proximidade entre
estes valores demonstra a precisao do modelo utilizado e a sua eficaz aplicabilidade nos

processos de optimizacao.

470.00 —

362.50 —

255.00 —

147.50 —

Valores estimados (mg/g amostra)

40.00 —

T T T T T
4408 148.24 25240 356.56 46072

Valores observados (mg/g amostra)

Figura 3.1 - Relacao entre os valores observados e os valores estimados

na estimativa das quantidades médias de ART libertados para o hidrolisado

A influéncia dos diferentes factores e os respectivos efeitos na libertacdo dos ART pode ser
mais facilmente evidenciada através da analise grafica individual de cada um dos factores
mantendo os restantes fixos no ponto central (Figura 3.2). De acordo com a figura 3.2 (a) o
aumento da temperatura provocou um aumento da solubilizacao dos ART para o hidrolisado.
Esta libertacao teve um comportamento linear para temperaturas mais baixas surgindo uma
perda desta linearidade acima dos 102°C. A partir desta temperatura surgiu uma ligeira
estabilizacdo, ou seja, os acréscimos unitarios de temperatura passaram a gerar um menor
acréscimo nas quantidades de ART libertados para o hidrolisado. A observacao da figura 3.2
(b) mostra que o factor tempo nao influenciou individualmente a libertacao de ART. Como
podemos observar as quantidades médias de ART libertados para o hidrolisado parecem nao
ter sido alteradas pela duracao dos pré-tratamentos.

0 aumento da concentracdao de H,S0, nos pré-tratamentos, figura 3.2 (c), fez aumentar a
libertacdo de ART para o hidrolisado. Na adicdo de H,50,4, ao contrario do que se verificou
com a temperatura, nao se verificou uma estabilizacdo na libertacdo de ART sendo visivel um
incremento constante nas quantidades médias de ART libertados, mesmo para concentragoes

de acido mais elevadas.
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A analise do efeito conjugado da temperatura com a carga de acido sulfirico é apresentada

na figura 3.3.

380
315
250

183

ART (mg/g amostra)

120

Figura 3.3 - Representacao 3D do efeito conjugado da temperatura e da concentracao de
acido sulflrico nas quantidades libertadas de ART para o hidrolisado

(Tempo = 75 minutos)
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Podemos observar pela analise da figura 3.3 que o aumento da temperatura e da
concentracao de acido sulflrico teve como consequéncia um aumento nas quantidades de ART
encontradas no hidrolisado. No entanto, esta figura também mostra o surgimento de uma
estabilizacao nas quantidades de ART libertados para o hidrolisado, com um achatamento do
plano, nos pré-tratamentos realizados com uma temperatura superior a 120°C de temperatura

e com uma concentracao de acido sulfurico em torno dos 4,09%.

3.2.2 - Acucares individualizados e produtos de degradacao presentes no

hidrolisado nos pré-tratamentos com H;SO4

A tabela 3.5 apresenta a constituicdo quimica dos hidrolisados, resultantes dos pré-
tratamentos com acido sulfurico, a partir de determinacées efectuados com HPLC. Como
podemos observar pela sua analise a xilose e a glucose foram os aclicares com maior
concentracao nos hidrolisados. A maior taxa de libertacdo de aclcares para o hidrolisado,
29,9%, ocorreu nos pré-tratamentos realizados com uma temperatura de 156°C, uma
concentracao de acido de 4,09% e um tempo de residéncia de 48 minutos. Nestas condicoes

libertaram-se para o hidrolisado 58,4% dos aclicares existentes na amostra

Tabela 3.5 - Composicao quimica dos hidrolisados resultantes do pré-tratamento

com acido sulfirico (em % de amostra)

Temperatura H,S0, Tempo Acido  Acido
) Gwiw)  (min) Glucose Xilose Arabinose Formico Acatico HMF  Furfural
60 2,75 75 3,0  4,2% 0,4% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
84 1,41 48 2,8%  4,1% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
84 1,41 101 3,4%  4,9% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
84 4,09 48 3,7%  4,9% 0,0% 0,0% 0,4% 0,0% 0,0%
84 4,09 101 3,9%  5,2% 0,6% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
120 0,50 75 3,3%  4,4% 0,0% 0,0% 0,1% 0,0% 0,0%
120 2,75 30 4,2%  4,1% 2,4% 0,0% 0,6% 0,0% 0,0%
120 2,75 75 4,3%  3,8% 3,8% 0,0% 0,4% 0,0% 0,0%
120 2,75 120 51%  4,3% 4,6% 0,0% 0,9% 0,1% 0,0%
120 5,00 75 6,5%  5,3% 4,6% 0,0% 0,9% 0,1% 0,0%
156 1,41 48 5,2%  5,3% 4,6% 0,0% 1,1% 0,4% 0,3%
156 1,41 102 57%  7,1% 4,6% 1,8% 1,7% 0,7%  0,8%
156 4,09 48 12,2% 13,1%  4,6% 0,0% 2,7% 0,8% 0,7%
156 4,09 102 11,5% 13,1%  4,6% 0,0% 3,1 1,1% 1,3%
180 2,75 75 7,6%  8,7% 2,7% 0,8% 3,2%  2,1% 2,0%
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A analise da tabela 3.5 mostra que o aumento das concentracoes de acido acético, furfural e
5-HMF se encontrou directamente relacionado com o aumento da temperatura, mas também
com o aumento da concentracao de acido e com o aumento do tempo de duracao dos pré-
tratamentos efectuados.

O acido acético foi o composto que surgiu a temperaturas mais baixas, tendo sido detectado
por HPLC inclusive em pré-tratamentos realizados a 84°C. A medida que se aumentou a
temperatura dos pré-tratamentos também aumentaram as concentracdes de acido acético,
furfural e 5-HMF no hidrolisado, sendo possivel observar que, dentro da mesma classe de
temperatura, o aumento das concentracoes destes compostos se encontrava directamente
relacionado com o aumento da carga do acido sulfirico e com o aumento do tempo de
residéncia.

A figura 3.4 apresenta as concentracoes de glucose, xilose, arabinose, bem como as
concentracbes de acido acético e produtos de degradacdo (acido formico, HMF e Furfural)
encontradas nos hidrolisados resultantes de pré-tratamentos acidos, expressas em % da

amostra.

14%
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Figura 3.4 - Concentracdes de acUcares, acido acético e produtos de degradacéao

encontradas nos hidrolisados resultantes de pré-tratamento acido, em % da amostra

Como podemos observar nao foram registadas variacées de grande amplitude nas taxas de
solubilizacdo da glucose e da xilose nos pré-tratamentos realizados com uma temperatura
inferior a 156°C. Abaixo deste valor de temperatura, a solubilizacdo da glucose variou entre
3,0% e 5,7%, e a solubilizacao da xilose entre 3,8% e 7,1%.

O maior aumento da solubilizacdo da glucose e xilose verificou-se quando, nos pré-
tratamentos realizados com uma temperatura de 156°C, se aumentou a carga de acido de
1,41% para 4,09%. Nesta situacao a solubilizacao da glucose mais que duplicou passando de
5,7% para 12,2%, tendo-se verificado simultaneamente um aumento da solubilizacao da xilose

de 7,1% para 13,1%. Estes resultados estao de acordo com os encontrados por Wei e
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colaboradores que obtiveram um aumento da solubilizacao de glucose de 3% para 13% quando
aumentaram a temperatura de 140°C para 170°C, em pré-tratamentos realizados com acido
sulfurico utilizando como substrato palha de trigo (Wei et al., 2012). Outros autores
verificaram apds a realizacdo de pré-tratamentos com acido sulflrico, com temperaturas
compreendidas entre 160 e 190°C, solubilizacbes maximas de glucose de apenas 13%
concluindo que os pré-tratamentos acidos ndo se apresentavam eficientes na solubilizacédo
deste acucar. No entanto, nas mesmas condicbes este autor conseguiu solubilizacdoes na
ordem dos 94% para a xilose (Yat et al., 2008). Também Shen e Wyman conseguiram taxas de
solubilizacdo da xilose semelhantes (93,1%) em pré-tratamentos realizados com acido
sulfurico sobre palha de milho durante 40 minutos, a 160°C e com uma carga de acido de 0,5%
(w/w) (Shen e Wyman, 2011; Yat et al., 2008).

Em quase todas as condicdes de pré-tratamento verificou-se que a taxa de solubilizacdo da
xilose foi superior a taxa de solubilizacdo da glucose, com excepcdo dos pré-tratamentos
realizados com uma temperatura de 120°C. Nesta classe de temperatura a solubilizacao da
glucose foi superior a verificada para a xilose, especialmente nos pré-tratamentos realizados
com carga de acido de 5,00%. A remocao integral da xilose da biomassa foi conseguida nos
pré-tratamentos realizados, durante 48 e 102 minutos, com temperatura igual a 156°C e uma
carga de acido sulfurico de 4,09%.

O aumento da solubilizacdo da arabinose foi verificado aos 120°C. Dentro desta classe de
temperatura registou-se um aumento da solubilizacdo da arabinose face a aumentos na
duracdo do pré-tratamento ou a aumentos na carga de acido sulflrico aplicado. Este agucar
foi aquele que solubilizou em condicdes de menor severidade tendo sido obtida a sua remocao
integral da biomassa em 7 condicoes de pré-tratamentos distintas, em 2 pré-tratamentos
realizados a 120°C e em todos os pré-tratamentos realizados com temperatura igual ou
superior a 156°C. Na classe de temperatura mais baixa (120°C), a solubilizacao total da
arabinose foi conseguida em dois tipos de pré-tratamentos, nos realizados com um tempo de
residéncia 120 minutos e nos realizados com uma carga de acido de 5,00%.

O maior aumento na taxa de produtos de degradacao presentes no hidrolisado foi verificado,
quando se aumentou o tempo de duracdo dos pré-tratamentos de 48 para 102minutos, nos
pré-tratamentos realizados com uma temperatura de 156°C e uma carga de acido de 1,41%.
Nestas condicoes a concentracao dos produtos de degradacao encontrados no hidrolisado
aumentou de 0,7% para 3,2%.

Quando se aumentou a temperatura dos pré-tratamentos de 156°C para 180°C verificou-se um
decréscimo nos teores de glucose, xilose e arabinose no hidrolisado, totalizando uma reducao
de 10,1%, registando-se paralelamente um aumento de 2,4% na taxa de produtos de
degradacao presentes no hidrolisado. Estes valores indicam que nao existiu uma
compensacao, da mesma ordem de grandeza, entre o aumento na taxa de produtos de
degradacdo com a diminuicdo da taxa de acucares dissolvidos no hidrolisado. Uma hipotese

provavel para este desajustamento pode ser devida a volatilizacao de produtos de degradacao
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nomeadamente furfural e 5-HMF, ndo tendo sido possivel por isso contabiliza-los na sua
totalidade.

Cara, em 2007, obteve uma taxa de solubilizacao da xilose de 97,3% em pré-tratamentos com
acido sulfirico realizados a 210°C, com uma carga de acido de 1,4% (w/w) e durante 10
minutos. Contudo nestas condicoes a producao de subprodutos e produtos de degradacao foi
de 10,4% em percentagem da amostra (Cara et al., 2007a).

Kim, em 2011, obteve em madeira de choupo amarelo uma taxa de remocao de xilose de
87,4% em pré-tratamentos efectuados a 160°C, com 3,7% (w/w) de acido oxalico durante 40
minutos, nos quais a producao de 5-HMF e furfural foi respectivamente igual a 0,10g/L e
0,66g/L. No entanto, quando aumentou a temperatura dos pré-tratamentos para 187°C, ainda
que com uma carga de acido inferior 2,5% (w/w) e durante menos tempo, 30 minutos, a taxa
de remocao da xilose aumentou para 96,3%, mas a producao de 5-HMF e furfural subiu para
0,87g/L e 4,15g/L respectivamente (Kim et al., 2011a).

Dos resultados acima expressos podemos concluir que a conciliacao entre a solubilizacao das
hemiceluloses e uma producao minima de produtos de degradacdo pode ser conseguida com
temperaturas de pré-tratamento em torno dos 150-160°C, ainda que com cargas de acido mais
elevadas.

O aumento para temperaturas mais elevadas acarreta uma maior formacao de produtos de
degradacao que terao um impacto negativo no processo fermentativo subsequente e uma
consequente reducdo dos aglcares disponiveis para fermentacdo. Diversos investigadores
confirmam que a maxima libertacao de xilose para o hidrolisado ocorre, nos pré-tratamentos
acidos, para temperaturas em torno dos 160°C. A partir desta temperatura existe um
decréscimo destes aclcares no hidrolisado devido a sua transformagdao em produtos de

degradacao (Lloyd e Wyman, 2005; Kumar e Wyman, 2008).
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3.2.3 - Solubilizacao da glucose nos pré-tratamentos com H;SO4

A tabela 3.6 apresenta a analise ANOVA para estimativa da taxa de solubilizacao de glucose
construida com base num modelo clbico reduzido através da adicdo dos factores A’B, AC e
AB? na equacdo de estimativa. Juntamente com a ANOVA apresenta-se a equacdo 3.2 de
estimativa da taxa de solubilizacdo da glucose em funcao da temperatura, tempo e
concentracao de acido sulfurico.

Tabela 3.6 - Analise ANOVA para estimativa das taxas de solubilizacao da glucose no pré-

tratamento com H,SO4

Soma dos Média dos Valor p-valor
Variavel quadrados df quadrados F Prob > F
Modelo 2092.06 13 160.93 36.12 < 0.0001
A = Temperatura 190.90 1 190.90 42.85 < 0.0001
B= Tempo 6.58 1 6.58 1.48 0.2383
C = Conc. H,S04 92.23 1 92.23 20.70 0.0002
AB 1.99 1 1.99 0.45 0.5120
AC 282.90 1 282.90 63.50 < 0.0001
BC 5.55 1 5.55 1.24 0.2778
A* 67.70 1 67.70 15.20 0.0009
B* 26.04 1 26.04 5.84 0.0253
c* 38.24 1 38.24 8.58 0.0083
ABC 1.39 1 1.39 0.31 0.5823
A’B 2.13 1 2.13 0.48 0.4968
A‘C 39.74 1 39.74 8.92 0.0073
AB* 90.24 1 90.24 20.26 0.0002
R” = 0,9591 R%justado = 0,9326

Eq.3.2
Solubilizagdo da Glucose (em % relativa da glucose na amostra)
= —83,9981 4+ 0,98795 x A+ 2,17715 X B+ 7,4215 X C
—0,01740 x AXB—0,23969 x Ax C+0,011278 x Bx C
—0,00134 x A2 —0,01584 x B2 + 0,72763 x C2 — 0,00023 X AX B x C
—0,0000167 X A’B+ 0,001438 x A%C + 0,000144 x AB?

Como podemos observar pela analise da tabela 3.6 o modelo construido encontra-se ajustado
(p-valor < 0,0001) apresentando um coeficiente de determinacao de 0,9591, ou seja, este
modelo explica 95,91% da variacao das taxas de solubilizacdo de glucose encontradas. Apenas
3,09% das taxas de solubilizacao de glucose observadas podem ser devidas a outros factores
que nao os utilizados neste modelo. O efeito conjugado da temperatura com a concentracao
de acido foi o factor mais determinante na solubilizacdo de glucose correspondendo-lhe o
maior valor de F (63,50). Em termos de influéncia individual a temperatura foi o factor mais
determinante, com um valor de F de 42,85. A concentracdo de acido sulfurico (C), tempo ao
quadrado (A?) e o efeito conjugado da temperatura com o quadrado do tempo (AB?) foram
também factores significativos na explicacao da solubilizacao da glucose. O tempo de duracao

dos pré-tratamentos, como factor isolado, teve uma influéncia reduzida nas taxas de
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solubilizacao de glucose obtidas. Na figura 3.5 podemos observar o efeito da temperatura (a),
do tempo (b) e da concentracdo de acido sulfurico (c) nas taxas de solubilizacao da glucose

expressa em percentagem da glucose na amostra.
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Figura 3.5 - Efeito da temperatura (a), do tempo (b) e da concentracao de acido sulfarico (c)
nas taxas de solubilizacao da glucose com as restantes condicoes constantes:
a) B=75mine C=2,75%; (b) A=120°C e C = 2,75%; (c) A = 120°C e B = 75min

A figura 3.5 mostra-nos que a temperatura e a concentracao de acido sulfarico revelaram um
comportamento analogo, ou seja, a medida que se aumentou estes factores a taxa de
solubilizacdao da glucose aumentou. Nas taxas de solubilizacao da glucose verificou-se que o
aumento da temperatura provocou um acréscimo ligeiramente superior ao aumento da
concentracdo de acido. O factor tempo exerceu uma reduzida influéncia nas taxas de
solubilizacdo da glucose tendo sido observado apenas um ligeiro acréscimo nas taxas de

solubilizacdo quando a temperatura dos pré-tratamentos ultrapassou os 75 minutos.
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A figura 3.6 mostra o efeito conjugado da temperatura e concentracdo de acido na

solubilizacao da glucose.

Glucose solubilizada
(em % glucose na amostra)

1.41 84.00

Figura 3.6 - Efeito conjugado da temperatura e da concentracao de acido sulfurico

na solubilizacao da glucose (Tempo constante = 75 minutos)

Como podemos constatar, pela analise da figura 3.6, o efeito conjugado da temperatura com
a concentracdo de acido sulfirico revelou ter um impacto determinante nas taxas de
solubilizacao da glucose. O aumento conjunto destes dois factores fez aumentar
consideravelmente a taxa de solubilizacdo da glucose obtendo-se nos pré-tratamentos
realizados com uma temperatura de 156°C e uma carga de acido sulfurico de 4,09% a

solubilizacao de 30% da glucose existente na biomassa.
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3.2.4 - Solubilizacao da xilose nos pré-tratamentos com H;SO4

A estimativa da taxa de solubilizacao de xilose também foi construida com base num modelo
clbico reduzido através da adicao dos factores A’B, A’C e AB? na equacdo de estimativa. Na
tabela 3.7 apresenta-se a analise ANOVA do modelo seleccionado juntamente com a equacao
(Eq. 3.3) de estimativa da taxa de solubilizacao da xilose em funcao da temperatura, tempo e

concentracao de acido sulfurico.

Tabela 3.7 - Analise ANOVA para estimativa das taxas de solubilizacao da xilose no pré-

tratamento com H,SO4

Soma dos Média dos Valor p-valor
Variavel quadrados df quadrados F Prob > F
Modelo 15327.01 13 1179.00 14.93 < 0.0001
A-Temperatura 1183.50 1 1183.50 14.99 0.0009
B-Tempo 4.63 1 4.63 0.059 0.8111
C-Conc. acido 49.43 1 49.43 0.63 0.4381
AB 4.93 1 4.93 0.062 0.8052
AC 2341.06 1 2341.06 29.65 < 0.0001
BC 63.84 1 63.84 0.81 0.3792
A* 2490.81 1 2490.81 31.55 < 0.0001
B* 422.82 1 422.82 5.36 0.0314
c* 856.65 1 856.65 10.85 0.0036
ABC 26.10 1 26.10 0.33 0.5717
A’B 28.67 1 28.67 0.36 0.5535
A*C 979.45 1 979.45 12.40 0.0021
AB* 468.82 1 468.82 5.94 0.0243
R” = 0,9066 R%justado = 0,8459

Eq.3.3
Solubilizacio da Xilose (em % relativa da xilose na amostra)
= —302,2118 + 5,02144 x A+ 5,67687 x B+ 50,1992 x C
—0,06072 x AXxB—1,38498 x AX C+ 0,06421 x Bx C
—0,015956 x A% — 0,033466 X B% + 3,4438 x C%2 — 0,00100 x AX B x C
—0,000061 x A2B+ 0,00714 x A%C + 0,000329 x AB?

O modelo encontrado para estimar a taxa de solubilizacao da xilose em funcao da
temperatura, tempo e concentracao de acido encontra-se ajustado (p-valor < 0,0001)
apresentando um coeficiente de determinacdo de 0,9066, ou seja, a equacao estimada
consegue explicar 90,66% dos resultados obtidos.

Como podemos observar pela andlise da tabela 3.7 o tempo e concentracao de acido nao
foram factores determinantes na explicacao da variacao da solubilizacao da xilose. Esta foi
determinada pelo quadrado da temperatura (F valor = 31,55) e pela conjugacao entre a
temperatura e a concentracdao de acido (F valor = 29,65). Dos factores considerados
isoladamente aquele que revelou ter maior influéncia na explicacdo do modelo foi a

temperatura correspondendo-lhe um valor de F de 14,99.
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O efeito decisivo da temperatura na solubilizacdo da xilose foi também confirmado por
diversos autores (Kim et al., 2011c; Kim et al., 2011b; Rafiqul e Sakinah, 2012). Na figura 3.7
podemos observar o efeito da temperatura (a), do tempo (b) e da concentracdao de acido

sulfarico (c) nas taxas de solubilizacdo da xilose
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Figura 3.7 - Efeito da temperatura (a), do tempo (b) e da concentracédo de acido sulfurico (c)
nas taxas de solubilizac@o da xilose com as restantes condicOes constantes:
(@) B=75mine C=2,75%; (b) A=120°C e C = 2,75%; (c) A =120°C e B = 75min

Na solubilizacdo da xilose, de acordo com a leitura da figura 3.7, o tempo de duracao dos pré-
tratamentos, bem como, a concentracdo de acido sulfirico utilizado revelaram ter um
comportamento “parabolico”. Isto €, nos valores extremos destes dois factores a taxa de
solubilizacdo da xilose aumentou contudo, nos valores intermédios a mesma taxa baixou
apresentando o valor minimo. A concavidade da parabola pareceu estar no caso do tempo
proxima dos 75 minutos e no caso da concentracdo do acido sulfurico nas proximidades dos
2,75%. A variacao da temperatura foi mais determinante na variacdao das taxas de
solubilizacdo da xilose que a variacdo do tempo ou da carga de acido utilizada. Embora a
curva de solubilizacdo da xilose em funcdo da temperatura também tenha apresentado um
aspecto “parabolico”, a concavidade da parabola, correspondente ao valor minimo,

encontrava-se neste factor deslocada dos valores centrais para valores inferiores da
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temperatura. Assim, a partir dos 102°C (valor minimo) foi visivel um aumento significativo nas
taxas de solubilizacao da xilose com o aumento da temperatura, chegando-se a atingir uma
taxa de solubilizacdo de 50%, para temperaturas de pré-tratamento de 156°C. A figura 3.8
mostra o efeito conjugado da temperatura e da concentracdo de acido sulfirico nas taxas de

solubilizacao da xilose.

85
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55

40

Xilose solubilizada
(em % xilose na amostra)

25

4.09 156.00
3.42

275
H,s, (%
W) 1.4184.00 e
Figura 3.8 - Efeito conjugado da temperatura e da concentracao de acido sulfurico

na solubilizacdo da xilose (Tempo constante = 75 minutos)

A semelhanca do ocorrido com a solubilizacdo da glucose, também neste caso, foi visivel o
efeito que os dois factores conjugados, temperatura e concentracao de acido, possuem na
libertagao da xilose para o hidrolisado (Figura 4.8). Este mesmo efeito também foi verificado
por Canettieri e colaboradores na realizacao de pré-tratamentos com acido sulfirico em
residuos de Eucaliptos (Canettieri et al., 2007; Gil et al., 2012). Na analise da figura 3.8 é
possivel observar que as maiores taxas de solubilizacdo de xilose foram registadas nos pré-
tratamentos efectuados com temperaturas superiores a 120°C e com concentracdes de acido
sulfarico superiores a 2,75%. Assim, para se conseguir uma elevada taxa de solubilizacao da
xilose é necessario que a temperatura e a carga de acido sejam simultaneamente elevadas,
nao bastando a existéncia de um valor elevado para apenas um deles. Como podemos ver,
pela analise da figura, foi possivel obter uma taxa de solubilizacao da xilose préxima dos 85%,
nos pré-tratamentos realizados, durante 75 minutos, com uma temperatura 156°C e uma

concentracao de acido de 4,09%.
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3.2.5 - Solubilizacdo da arabinose nos pré-tratamentos com H;SO4

Na estimativa da taxa de solubilizacdo arabinose utilizou-se 0 mesmo modelo clbico reduzido,
também com a incorporacdo dos factores AZB, AZC e ABZ, a semelhanca do utilizado na
estimativa das taxas de solubilizacao da glucose e da xilose. Na tabela 3.8 apresenta-se a
analise ANOVA do modelo juntamente com a equacdao 3.4 de estimativa da taxa de
solubilizacdo da arabinose em funcdo da temperatura, tempo e concentracdao de acido
sulfarico.

Tabela 3.8 - Analise ANOVA para estimativa das taxas de solubilizacao da arabinose no pré-

tratamento com H,SO4

Soma dos Média dos Valor p-valor
Variavel quadrados df quadrados F Prob > F
Model 60948.63 13 4688.36 168.42 < 0.0001
A-Temperatura 2751.82 1 2751.82 98.85 < 0.0001
B-Tempo 2297.52 1 2297.52 82.53 < 0.0001
C-Conc. acido 10000.00 1 10000.00 359.23 < 0.0001
AB 41.15 1 41.15 1.48 0.2382
AC 41.15 1 41.15 1.48 0.2382
BC 41.15 1 41.15 1.48 0.2382
A* 6683.21 1 6683.21 240.08 < 0.0001
B* 123.37 1 123.37 4.43 0.0481
c* 3004.40 1 3004.40 107.93 < 0.0001
ABC 41.15 1 41.15 1.48 0.2382
A’B 1059.98 1 1059.98 38.08 < 0.0001
A*C 5242.93 1 5242.93 188.34 < 0.0001
AB* 7130.24 1 7130.24 256.14 < 0.0001
R* = 0,9909 R%justado = 0,9851

Eq.3.4

Solubiliza¢do da Arabinose (em % relativa da arabinose na amostra)
= —130,31644 — 6,71946 X A + 18,45426 x B — 190,78974 x C
—0,010173 x AX B+ 4,02481 x AXC+0,19549 x Bx C
+0,05975 x A®> — 0,15737 x B? — 6,44935 x C?2 — 0,001256 x AX B x C
—0,00037 x A2 x B—0,01652 x A2 x C + 0,001284 x A x B?

O modelo para estimativa da taxa de solubilizacao da arabinose encontra-se ajustado, como
podemos observar pela leitura da tabela 3.8. O coeficiente de determinacao encontrado foi
de 0,9909 revelando que os factores utilizados explicam 99,09% da variacdo nas taxas de
solubilizacao encontradas para a arabinose. Apenas 0,81% dos resultados obtidos podem ser
devidos a outros factores que ndo os considerados neste modelo. O modelo também mostra
que, quer os factores considerados individualmente (A,B e C) quer em combinacdes (A?, C?,
A’C, A’B e AB?) foram significativos na explicacdo da variacdo das taxas de solubilizacdo
encontradas. Em todo o caso, a analise ao valor de F indica-nos que entre todos a
concentracao de acido sulfirico (F valor = 240.08) foi o factor mais determinante na

justificacdo dos valores encontrados. Também Torget e colaboradores verificaram que a
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solubilizacao da arabinose e da xilose se encontrava directamente relacionada com a
concentracdo de acido sulfirico e o tempo de residéncia utilizados nos pré-tratamentos
acidos (Torget et al., 1991). Na figura 3.9 expressa-se o efeito da temperatura (a), do tempo

(b) e da concentracao de acido sulfirico (c) nas taxas de solubilizacao da arabinose.
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Figura 3.9 - Efeito da temperatura (a), do tempo (b) e da concentracédo de acido sulfurico
(c) nas taxas de solubilizacao da arabinose com as restantes condicoes constantes:

(a) B =75min e C =2,75%; (b) A = 120°C e C = 2,75%; (c) A = 120°C e B = 75min

A analise da figura 3.9 (a) mostra-nos que o aumento da temperatura inicialmente promoveu
o aumento da taxa de solubilizacdo da arabinose. Contudo, para pré-tratamentos realizados
acima dos 138°C, os aumentos de temperatura tiveram como consequéncia a diminuicao da
taxa de solubilizacdo da arabinose. Uma das hipoteses para este facto, ja equacionada
anteriormente, pode ser devida a perda das quantidades de arabinose encontradas no
hidrolisado, devido a degradacao deste aclUcar em furfural. O aumento do tempo de duracédo
dos pré-tratamentos e a carga de acido aplicada influenciaram positivamente as taxas de
solubilizacao, equivalendo o aumento destes factores ao aumento da solubilizacao da
arabinose. A carga de acido utilizado revelou ser um dos factores com maior impacto nas
taxas de solubilizacao da arabinose. Note-se que, mantendo uma temperatura de 120°C e um

tempo de residéncia de 75 minutos, quando aumentamos a concentracao de acido sulfirico de
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1,41% para 4,09% a taxa de solubilizacdao da arabinose passou de 40% para 98%, um aumento
de 58%.

3.2.6 - Formacao de produtos de degradacao nos hidrolisados resultantes

de pré-tratamentos com H;S04
0 modelo clbico reduzido foi o modelo seleccionado na estimativa das taxas de produtos de
degradacao presentes nos hidrolisados resultantes de pré-tratamento acido. Na tabela 3.9
apresenta-se a analise ANOVA do modelo juntamente com a equacao 3.5 de estimativa das
taxas de produtos de degradacao presentes nos hidrolisados, em funcao da temperatura,

tempo e concentracao de acido sulfurico.

Tabela 3.9 - Analise ANOVA para estimativa das taxas de produtos de degradacao no pré-

tratamento com H,SO,4

Soma dos Média dos Valor p-valor
Variavel quadrados df quadrados F Prob > F
Modelo 146.03 13 11.23 80.69 < 0.0001
A-Temperatura 38.47 1 38.47 276.34 < 0.0001
B-Tempo 0.12 1 0.12 0.83 0.3725
C-Conc. acido 1.00 1 1.00 7.17 0.0145
AB 6.08 1 6.08 43.67 < 0.0001
AC 1.73 1 1.73 12.41 0.0021
BC 1.28 1 1.28 9.19 0.0066
A’ 24.94 1 24.94 179.16 < 0.0001
B* 1.27 1 1.27 9.15 0.0067
c* 0.55 1 0.55 3.97 0.0601
ABC 0.47 1 0.47 3.38 0.0808
A’B 1.08 1 1.08 7.79 0.0113
A‘C 0.13 1 0.13 0.94 0.3431
AB* 0.17 1 0.17 1.20 0.2866
R* =0,9813 R%justado = 0,9691

Eq.3.5
Produtos de degradacgio (em % da amostra)
= —2,73794 4+ 0,06160 x A+ 0,13675 x B—0,51182 x C
—0,00277 x Ax B—0,00288 x Ax C+ 0,00822 X Bx C
—0,00029 x A% — 0,00041 x B% + 0,08750 x C? — 0,00013 X AX B X C
+ 0,000012 x A% x B + 0,000083 x A x C + 0,0000062 x A x B?

Pela observacdo da tabela 3.9 vemos que o modelo construido para estimativa dos produtos
de degradacao no hidrolisado € significativo apresentando um p-valor inferior a 0,0001. O
coeficiente de determinacao igual a 0,9813 indica que os factores utilizados explicam 98,13%
da variacdo encontrada nas taxas produtos de degradacdo encontradas nos hidrolisados. O
quadro da ANOVA indica-nos que o factor temperatura foi o factor mais determinante no valor

de resposta obtido, com valores de F iguais a 276,34 e a 179,16. Em menor escala, o efeito
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conjugado da temperatura e do tempo (F valor = 43,67) também contribuiu para a explicacao
da variacao nas taxas de subprodutos e produtos de degradacao encontradas no hidrolisado. A
figura 3.10 apresenta o efeito da temperatura, do tempo e da concentracao de acido sulfurico
nas taxas produtos de degradacao encontradas no hidrolisado, em % da amostra, com as
restantes condicOes constantes.
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Figura 3.10 - Efeito da temperatura (a), do tempo (b) e da concentracdo de acido sulflrico
(c) nas taxas de produtos de degradacao encontradas no hidrolisado,
em % da amostra, com as restantes condicoes constantes:
(@) B=75mine C=2,75%; (b) A=120°C e C = 2,75%; (c) A =120°C e B = 75min

Na figura 3.10 (a) podemos observar que o surgimento de produtos de degradacao se verificou
para temperaturas de pré-tratamento compreendidas entre 102 e 120°C, em torno dos 110°C.
A partir desta temperatura os aumentos da temperatura provocam um aumento crescente nas
concentracdes de produtos de degradacao encontradas nos hidrolisados.

O valor minimo na taxa de produtos de degradacédo foi verificado para um valor central do
factor tempo, de 75 minutos, a partir deste ponto, a diminuicdo ou o aumento do tempo de
duracdo dos pré-tratamentos teve como consequéncia um aumento ligeiro (< 0,5%) da taxa de

produtos de degradacao presentes nos hidrolisados.
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0 aumento da concentracao de acido de 1,41% para 4,09%, como podemos observar através
da leitura da figura 3.10 (c), também provocou um aumento (< 1%) na taxa de produtos de
degradacao presente nos hidrolisados.

A leitura da tabela 3.9 mostra-nos que o efeito combinado da temperatura com o tempo foi
considerado um factor significativo na explicacao do modelo. Desta forma, a figura 3.11

apresenta graficamente o efeito desta conjugacao sobre as taxas de produtos de degradacao
geradas.

Produtos de degradacao
(em % amostra)

48.00 T 84.00 19‘“\)

Figura 3.11 - Efeito conjugado da temperatura e do tempo
nas taxas de subprodutos e produtos de degradacao encontradas nos hidrolisados
(H,S04 = 2,75%)

Como podemos observar, pela analise da figura 3.11, o aumento da duracdo dos pré-
tratamentos realizados a temperaturas superiores a 120°C tem como efeito o aumento das
taxas de produtos de degradacao encontradas nos hidrolisados. Abaixo desta temperatura a
producao de subprodutos e produtos de degradacdo mantém-se nula independentemente de
aumentarmos o tempo de duracao.

Ao contrario de outros autores (Heredia-Olea et al., 2012) nao verificAmos no presente
trabalho a influéncia do sinergismo entre a concentracdo de acido e o tempo de residéncia
(BC) no aparecimento de produtos de degradacao nos pré-tratamentos acidos.

Cassales e colaboradores obtiveram resultados similares na variacao dos teores de acUcares e
produtos de degradacdo encontrados nos hidrolisados resultantes de pré-tratamento com
acido sulfarico utilizando com casca de soja como substrato. Os resultados dos seus modelos
de resposta de superficie confirmam o decréscimo dos teores de xilose a partir dos 150°C, o
decréscimo dos teores da arabinose a partir dos 120°C e o aumento gradual dos produtos de

degradacao a partir dos 140°C (Cassales et al., 2011).
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3.2.7 - Proporc¢ao de residuo solido nos pré-tratamentos com H;SO4
A primeira analise efectuada ao residuo sélido foi a determinacao do seu peso seco. Esta
determinacdo permite saber a quantidade de matéria perdida para o hidrolisado. A figura

3.12 apresenta a proporc¢ao de residuo sélido, em percentagem do peso da amostra.
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Figura 3.12 - Proporc¢ao do residuo solido em percentagem do peso da amostra

Como podemos observar a medida que se aumenta a severidade dos pré-tratamentos diminui
o peso do residuo sélido. A componente solida resultante dos pré-tratamentos acidos variou
desde 82,5% a 47,5% quando se elevou a temperatura dos pré-tratamentos de 60°C para
180°C, mantendo-se a carga de acido aplicada e a duragao dos pré-tratamentos. O peso seco
do residuo solido diminuiu consistentemente a medida que se aumentou a severidade dos pré-
tratamentos. Nos trés pré-tratamentos mais severos, ou seja, no realizado a 180°C e nos
realizados a 156°C, com uma carga de acido de 4,09%, o peso do residuo sélido situou-se
abaixo dos 50%, em % do peso da amostra. De forma a perceber a influéncia da temperatura,
tempo e carga de acido sulfurico realizou-se o tratamento estatistico da proporcao do residuo
solido (Tabela 3.10).
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Tabela 3.10 - Analise ANOVA para estimativa da proporcao do residuo solido no pré-

tratamento com H,SO4

Soma dos Média dos Valor p-valor
Variavel quadrados df quadrados F Prob > F
Modelo 4175.83 3 1391.94 377.18 < 0.0001
A-Temperatura 3942.54 1 3942.54 1068.33 < 0.0001
B-Tempo 27.46 1 27.46 7.44 0.0105
C-Conc. acido 205.83 1 205.83 55.77 < 0.0001
R? = 0,9742 R%ajustado = 0,9176

Eq.3.6
Proporcio do residuo sélido (em % da amostra)
= +114,54857 — 0,33676 x A—0,037475 x B—2,05187 X C

O modelo linear determinado encontra-se ajustado apresentando um p-valor <0,0001. O
coeficiente de determinacao apresenta um valor de 0,9742 significando que apenas 2,58% da
variacao encontrada nas respostas pode ser devido a outros factores que nao os considerados
neste modelo. O teste de F mostra-nos claramente que o factor temperatura é o mais
determinante na explicacdao do modelo. Este facto era esperado, uma vez que este mesmo
factor revelou-se determinante na libertacao para o hidrolisado de todas as respostas

anteriormente analisadas (ART, Glucose, Xilose, Subprodutos e Produtos de degradacao).
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A figura 3.13 apresenta a influéncia que a temperatura (a), o tempo (b) e a concentracao de

acido sulflrico (c) possuem na proporcao do residuo solido.
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Figura 3.13 - Efeito da temperatura (a), do tempo (b) e da concentracédo de acido sulfurico
na proporcao do residuo solido, em % da amostra, com as restantes condicdes constantes:
(a) B=75mine C=2,75%; (b) A=120°C e C = 2,75%; (c) A=120°C e B = 75min

A leitura da figura 3.13 serve para confirmar a importancia do factor temperatura na
proporcao do residuo solido remanescente do pré-tratamento acido. Como podemos visualizar
na figura 3.13 (a) o aumento da temperatura fez diminuir a proporcao do residuo sélido, uma
vez que, favorece como ja vimos a solubilizacao dos agUcares presentes na biomassa.

Este efeito caracteriza-se por ser linear podendo a evolucao ser definida por uma recta de
declive negativo. Na figura 3.13 (b) vemos que o aumento na duracdo dos pré-tratamentos
provoca uma reducao diminuta na proporcao do residuo soélido resultante.

0 aumento da concentracao de acido, de acordo com a figura 3.13 (c), provoca também uma
diminuicdo do peso do residuo sélido, mais acentuada que a provocada pelo tempo, mas

menor que a provocada pelo aumento da temperatura.
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3.2.8 - Proporc¢ao de lenhina no residuo sélido

A figura 3.14 apresenta a constituicdo, em lenhina e acucares, do residuo sélido nas

diferentes condicoes de pré-tratamento ensaiadas.
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Figura 3.14 - Constituicdo do residuo sélido nas diferentes condicdes de pré-tratamento

A observacao da figura 3.14 mostra que a proporcao de lenhina no residuo sélido aumentou
com a severidade dos pré-tratamentos como resultado da solubilizacdo das hemiceluloses.
Como podemos observar a saida para o hidrolisado, primeiro da arabinose, depois da xilose
fez com que nos quatro pré-tratamentos realizados com maior severidade o residuo solido

fosse constituido, quase em partes iguais, por glucose e lenhina.
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A proporcao de lenhina no residuo solido foi estimada com base num modelo cubico reduzido.
A seleccao do modelo ANOVA foi realizada com base no valor do coeficiente de determinacao.
A tabela 3.11 apresenta a analise ANOVA para estimativa da proporcdo de lenhina no residuo

solido remanescente dos pré-tratamentos acidos.

Tabela 3.11 - Analise ANOVA para estimativa da proporcao de lenhina no residuo solido

resultante de pré-tratamento com H,S04

Soma dos Média dos Valor p-valor
Variavel quadrados df quadrados F Prob > F
Modelo 1109.58 13 85.35 26.57 < 0.0001
A-Temperatura 315.35 1 315.35 98.18 < 0.0001
B-Tempo 7.62 1 7.62 2.37 0.1391
C-Conc. acido 93.72 1 93.72 29.18 < 0.0001
AB 13.80 1 13.80 4.30 0.0513

AC 0.10 1 0.10 0.031 0.8613

BC 0.090 1 0.090 0.028 0.8687

A* 10.50 1 10.50 3.27 0.0857

B* 3.18 1 3.18 0.99 0.3315

c* 13.58 1 13.58 4.23 0.0531

ABC 8.21 1 8.21 2.56 0.1255

A’B 0.36 1 0.36 0.11 0.7430

A*C 7.11 1 7.11 2.21 0.1525

AB* 3.00 1 3.00 0.93 0.3452

R” = 0,9453 R%justado = 0,9097

Eq.3.7

Proporgdo de lenhina no residuo sélido (em % do residuo sé6lido)
= 42890777 — 0,15881 x A+ 0,61897 X B — 14,08107 x C
—0,00501 x Ax B+ 0,18969 x A x C+ 0,06521 x Bx C
+0,00170 x A% — 0,00369 x B2 + 0,43356 X C2 — 0,00056 X AX B x C
+ 0,0000068 x A% X B + 0,000608 x A% x C + 0,000026 X A X B2

0 modelo obtido para estimativa da proporcao de lenhina no residuo sélido é estatisticamente
valido. O modelo apresenta um coeficiente de determinacao de 0,9453 explicando os factores
utilizados na equacao de regressao 94,53% da variacao nos valores de lenhina encontrados.

A leitura dos valores de F indica-nos que os factores lineares temperatura e concentracao de
acido sdo os mais determinantes na explicacdo da variacao do teor de lenhina. Esta tabela
também nos indica que a influéncia na proporcdo de lenhina no residuo sélido ndo se encontra
relacionada com a combinacao de factores, mas antes com a accao individual da temperatura
e da concentracdo. A influéncia isolada destes factores pode ser observada na figura 3.15.
Nesta apresenta-se o efeito da temperatura, tempo e concentracao de acido na variacao dos

teores de lenhina presente no residuo soélido.
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Figura 3.15 - Efeito da temperatura (a), do tempo (b) e da concentracdo de acido sulflrico
no teor de lenhina presente no residuo solido, em % do residuo soélido, com as restantes
condicdes constantes:

(@) B =75min e C =2,75%; (b) A=120°C e C =2,75%; (c) A =120°C e B = 75min

Como podemos observar na figura 3.15 a temperatura e depois o acido foram os factores que
mais influenciaram as proporcdes de lenhina encontrada no residuo solido. De todos os
factores considerados, o aumento da temperatura foi aquele que maior efeito teve no
aumento da proporcao de lenhina no residuo sélido. A figura 4.15 (a) mostra que, mantendo o
tempo e a carga de acido constante, quando se aumentou a temperatura de 84°C para 180°C a
proporcao de lenhina no residuo sélido aumentou cerca de 10,5%, passando de 38,0% para
cerca de 48,5%. O aumento da concentracao de acido (Figura 4.15 c) provocou acréscimos na
proporcao de lenhina no residuo sélido de menor amplitude que os provocados anteriormente
pelo aumento da temperatura. O aumento na carga de acido utilizado de 1,41% para 4,09%
fez aumentar, em apenas cerca de 6%, a proporcao de lenhina no residuo soélido. O efeito do
aumento do tempo de duracado dos pré-tratamentos foi diminuto no aumento da proporcéao de
lenhina presente no residuo solido parecendo no entanto, esse efeito ser mais consideravel

nas classes de tempo abaixo dos 75 minutos.
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3.2.9 - Proporc¢ao de glucose no residuo sélido

A tabela 3.12 apresenta a analise de variancia, juntamente com a equacao de estimativa

(Eq.3.8), para as proporcoes de glucose encontrados no residuo solido, utilizando um modelo
cubico reduzido como superficie de resposta.

Tabela 3.12 - Analise ANOVA para estimativa da proporcao de glucose no residuo soélido

resultante de pré-tratamento com H,S0,4

Soma dos Média dos Valor p-valor
Variavel quadrados df quadrados F Prob > F
Modelo 1886.33 13 145.10 10.06 < 0.0001
A-Temperatura 224.22 1 224.22 15.55 0.0008
B-Tempo 30.76 1 30.76 2.13 0.1597
C-Conc. acido 3.30 1 3.30 0.23 0.6374
AB 68.21 1 68.21 4.73 0.0418

AC 14.74 1 14.74 1.02 0.3240

BC 19.42 1 19.42 1.35 0.2595

A* 741.85 1 741.85 51.44 < 0.0001

B* 47.44 1 47.44 3.29 0.0848

c* 96.86 1 96.86 6.72 0.0174

ABC 50.28 1 50.28 3.49 0.0766

A‘B 59.98 1 59.98 4.16 0.0548

A‘C 0.74 1 0.74 0.051 0.8235

AB* 29.04 1 29.04 2.01 0.1713

R = 0,8674 R%sjustado = 0,7812

Eq.3.8
Proporgio de glucose no residuo sélido (em % do residuo sé6lido)
= +2,57552 + 0,71960 x A + 1,74866 X B — 15,74331 X C
—0,02751 x AXx B+ 0,07722 Xx AXx C+0,13579 x Bx C
—0,00266 x A2 — 0,00781 x B? + 1,15803 x C2 — 0,00139 X AX B X C
+ 0,000088 x A% x B + 0,000196 X A% X C + 0,000082 x A x B?

A tabela 3.12 mostra-nos que o modelo construido é significativo apresentando um
p-valor < 0,0001 contudo o coeficiente de determinacdao encontra-se abaixo de 0,90, ou seja,
os factores utilizados neste modelo apenas conseguem explicar a variacao de 86,74% dos
resultados obtidos. Este resultado pode ser devido ao facto da glucose ser constituinte da
celulose mas também da hemicelulose tendo estes dois compostos comportamentos distintos
na solubilizacao. Este facto tem como consequéncia que um mesmo modelo tenha dificuldade
em traduzir cabalmente dois tipos de respostas tao distintas. A temperatura do pré-
tratamento foi o factor mais preponderante na explicacdao da variacao das proporcoes de
glucose encontrada no residuo solido, tendo sido o quadrado da temperatura (A%) o factor

mais determinante nessa explicacao, com um valor de F igual a 51,44.
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A figura 3.16 mostra o efeito da temperatura (a), do tempo (b) e da concentracdo de acido
sulflrico no teor de glucose presente no residuo sélido, em % do residuo sélido, com as

restantes condicOes constantes
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Figura 3.16 - Efeito da temperatura (a), do tempo (b) e da concentracdo de acido sulflrico
no teor de glucose presente no residuo solido, em % do residuo soélido, com as restantes
condicdes constantes:

(@) B =75min e C =2,75%; (b) A=120°C e C =2,75%; (c) A =120°C e B = 75min

A analise da figura 3.16 (a) mostra que a medida que se aumentou a temperatura, desde os
84°C até uma temperatura compreendida entre os 102°C e os 120°C as proporcoes de glucose
no residuo solido decrescem. Este comportamento deveu-se a permanéncia da lenhina e da
xilose, em taxas quase constantes, no residuo sdlido até aos 120°C. A partir desta
temperatura a solubilizacao da arabinose e da xilose provocou a perda de peso do residuo
solido conduzindo a um aumento na proporcao de glucose presente no residuo solido,
compensando o aumento da solubilizacao deste aclcar com o aumento da severidade dos pré-
tratamentos. Podemos confirmar este comportamento pela analogia grafica, para a
temperatura e concentracdo de acido, existente entre a figura 3.16 e a figura 3.7 relativa a

solubilizacao da xilose.
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Como podemos observar na figura 3.16 (b) o aumento da duracdo do pré-tratamento tem
como efeito uma diminuicao ligeira da proporcao de glucose no residuo solido, com tendéncia
de estabilizacao acima dos 75 minutos.

A concentracao de acido teve uma variacao similar a da temperatura, com um abaixamento
da proporcao de glucose no residuo solido até concentracdes intermédias de acido (em torno

dos 2,75%) e posteriormente um aumento no teor de glucose, para valores acima de 2,75%.

3.2.10 - Proporcao de xilose no residuo sélido
Relativamente a proporcao de xilose no residuo solido apresenta-se a seguir, na tabela 3.13, a
analise de variancia, acompanhada da equacdo de estimativa (Eq.3.9), utilizando-se um

modelo cubico reduzido como superficie de resposta.

Tabela 3.13 - Analise ANOVA para estimativa da proporcao de xilose no residuo sélido

resultante de pré-tratamento com H,S0,4

Soma dos Média dos Valor p-valor
Variavel quadrados Df quadrados F Prob > F
Modelo 1468.64 13 112.97 19.41 < 0.0001
A-Temperatura 238.84 1 238.84 41.04 < 0.0001
B-Tempo 14.62 1 14.62 2.51 0.1287
C-Conc. acido 0.27 1 0.27 0.047 0.8305
AB 24.37 1 24.37 4.19 0.0541
AC 34.63 1 34.63 5.95 0.0242
BC 37.25 1 37.25 6.40 0.0199
A* 366.95 1 366.95 63.05 < 0.0001
B* 12.19 1 12.19 2.09 0.1633
c* 63.47 1 63.47 10.91 0.0036
ABC 19.76 1 19.76 3.39 0.0803
A’B 0.47 1 0.47 0.081 0.7792
A‘C 6.77 1 6.77 1.16 0.2937
AB* 22.68 1 22.68 3.90 0.0624
R” = 0,9266 R%justado = 0,8788

Eq.3.9
Proporgao de xilose no residuo s6lido (em % do residuo sélido)
= +23,75401 + 0,05330 x A — 0,97953 X B + 4,82653 x C
+0,00905 x Ax B+ 0,46345x AXx C—0,061784 x Bx C
—0,00095 x A% 4+ 0,00766 x B2 — 0,93742 X C2 + 0,00087 X AX Bx C
—0,000008 x A% x B —0,00059 x A? x C — 0,000072 X A x B?

A analise da variancia, através da leitura da tabela 3.13, mostra que o modelo é
estatisticamente valido possuindo um p-valor < 0,0001, encontrando-se por isso ajustado.
Analisando o valor de F, verificamos que o quadrado da temperatura (A? - valor de F = 63,05)
foi o factor que se revelou mais determinante na variacao da resposta seguido pelo efeito

linear do mesmo factor (A - valor de F = 41,04).
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O coeficiente de determinacao indica-nos que os factores utilizados conseguem explicar
92,66% da variacao da xilose no residuo solido. A figura 3.17 mostra o efeito da temperatura
(a), do tempo (b) e da concentracao de acido sulfurico no teor de xilose presente no residuo

solido, em % do residuo solido, com as restantes condicdes constantes
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Figura 3.17 - Efeito da temperatura (a), do tempo (b) e da concentracdo de acido sulfirico
no teor de xilose presente no residuo sélido, em % do residuo sélido, com as restantes
condic¢fes constantes:

(@) B =75min e C =2,75%; (b) A=120°C e C =2,75%; (c) A=120°C e B = 75min

A observacao da figura 3.17 mostra-nos que o factor temperatura foi aquele que mais
influéncia teve na variacao do teor de xilose no residuo sélido. Como podemos observar pela
analise da figura 3.17 (a) existiu um ligeiro aumento do teor de xilose no residuo sélido
quando se aumentou a temperatura de 84°C para 102°C. No entanto, acima dos 102°C o
aumento da temperatura provocou a diminuicdo da xilose existente no residuo sélido,
obviamente devida ao aumento da solubilizacdo daquele aclcar. O aumento da duracao dos
pré-tratamentos (Figura 3.17 b) teve como efeito uma reducéo ligeira nos teores de xilose
encontrados no residuo sélido, especialmente evidente para tempos de duracdo de pré-

tratamentos acima dos 75 minutos. O aumento da carga de acido (Figura 3.17 c) contribuiu,
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até valores intermédios (2,75%), para o aumento do teor de xilose no residuo sélido, acima
daquele valor, mantendo a temperatura e o tempo inalterados, o aumento da carga de acido
provocou uma ligeira diminuicdo do teor de xilose no residuo sélido. Se compararmos a figura
4.17 com a figura 4.16, relativa a glucose, observamos que os graficos sdo simétricos. Esta
simetria mostra como as proporcoes de glucose e xilose, no residuo sélido, se encontram
inversamente relacionados, isto €, o aumento da proporcédo de glucose no residuo sélido deve-
se directamente a diminuicdo da proporcao de xilose no residuo sélido por solubilizacao deste

acucar.

3.2.11 - Proporcao de arabinose no residuo sélido

A estimativa da proporcao da arabinose no residuo solido foi realizada recorrendo a analise da
variancia, expressa na tabela 3.14. O modelo escolhido para estimar a concentracdo de
arabinose recaiu sobre o modelo clbico reduzido através da adicdo ao modelo quadratico de
alguns factores clbicos (A’B, A’C e AB?). A equacdo 3.9 constante apresenta a estimativa da

proporcao de arabinose no residuo sélido.

Tabela 3.14 - Analise ANOVA para estimativa da proporcao de arabinose no residuo solido

resultante de pré-tratamento com H,S04

Soma dos Média dos Valor p-valor
Variavel quadrados Df quadrados F Prob > F
Modelo 104.90 13 8.07 405.79 < 0.0001
A-Temperatura 24.02 1 24.02 1208.12 < 0.0001
B-Tempo 6.19 1 6.19 311.21 < 0.0001
C-Conc. acido 5.36 1 5.36 269.67 < 0.0001
AB 0.56 1 0.56 28.25 < 0.0001
AC 1.69 1 1.69 84.79 < 0.0001
BC 0.12 1 0.12 6.12 0.0225
A* 16.85 1 16.85 847.30 < 0.0001
B* 4.32 1 4.32 217.28 < 0.0001
c* 3.74 1 3.74 188.15 < 0.0001
ABC 0.12 1 0.12 6.12 0.0225
A‘B 2.02 1 2.02 101.63 < 0.0001
A*C 0.88 1 0.88 44.12 < 0.0001
AB* 0.41 1 0.41 20.72 0.0002
R2 =0,9962 RZajustado = 0’9938

Eq.3.9
Proporgio de arabinose no residuo sélido (em % do residuo sélido)
= 410,15129 + 0,12662 x A — 0,11439 x B—0,30279 x C
—0,00204 x AXx B —0,03936 x Ax C+ 0,01063 xBxC
—0,00114 x A% + 0,00178 x B% + 0,22760 x C? — 0,000068 x A X B x C
+0,000016 x A% x B+ 0,000214 x A* X C — 0,00001 X A x B?

A leitura da tabela 3.14 permite-nos afirmar que o modelo construido é significativo

conseguindo traduzir a variacdo nos teores de arabinose remanescentes no residuo solido
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resultante de pré-tratamentos com acido sulfurico. O coeficiente de determinacao de 0,9962
indica-nos que apenas 0,38% dos resultados obtidos podem ser devidos a outros factores que
nao os considerados neste modelo. O teor de arabinose foi influenciado por uma série de
factores, quer individuais quer em conjugacdes, no entanto com base no valor de F
observamos que entre todos os factores, a temperatura foi o factor mais determinante
(Fa = 1208,12; F,2 = 847,30), seguido da duracéo do pré-tratamento (Fg = 311,21; Fe2 = 217,28)
e da concentracdo de acido (Fc = 269,67; Fc2 = 188,15). Na figura 3.18 podemos observar a
influéncia individual de cada um dos factores, mantendo os outros dois fixos, nos teores de

arabinose encontrada no residuo solido.
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Figura 3.18 - Efeito da temperatura (a), do tempo (b) e da concentracdo de acido sulflrico
no teor de arabinose presente no residuo solido, em % do residuo sélido, com as restantes
condicdes constantes:

(@) B =75min e C =2,75%; (b) A=120°C e C = 2,75%; (c) A =120°C e B = 75min

Em todos os trés graficos da figura 3.18 registou-se uma diminuicdo do teor de arabinose no
residuo solido face a aumentos de temperatura (a), tempo (b) e concentracao de acido (c).
No entanto, verificou-se que a diminuicdo da arabinose no residuo sélido foi mais acentuada

face a aumentos de temperatura (Figura 4.18 a), do que face a aumentos na duracdo dos pré-
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tratamentos (Figura 3.18 b) ou a aumentos na concentracdo de acido sulflrico (Figura 3.18 c).
A figura 3.18 também nos mostra, através da existéncia de valores negativos para a
concentracao da arabinose, que a partir dos 120°C de temperatura, de 75 minutos de duracao
de pré-tratamento e de 2,75% de carga de acido deixou de existir arabinose no residuo solido.
Os valores negativos resultam de nado ser possivel estabelecer, na equacao de estimativa 4.9,
um limite inferior igual a zero. A figura 3.19 mostra a influéncia da conjugacao dos factores

nos teores de arabinose encontrados no residuo soélido.

400  156.00
10200 156.00

409 10200

Figura 3.19 - Efeito da conjugacéo dos factores no teor de arabinose no residuo sélido
(a) Efeito conjugado da temperatura e da concentracao de acido, tempo = 75min
(b) Efeito conjugado do tempo e da temperatura, [H,S04] = 2,75%

(c) Efeito conjugado da concentracao de acido e do tempo, temperatura = 120°C

Como podemos observar as maiores variacoes no teor de arabinose no residuo sélido
ocorreram com os efeitos conjugados da temperatura com a concentracao de acido e da
temperatura com o tempo. Em todas os graficos observamos que a diminuicao da arabinose no

residuo solido esta directamente relacionada com o aumento dos factores.
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3.2.12 - Consideracdes finais sobre o pré-tratamento com acido sulfurico

1 - Os resultados mostram que no pré-tratamento acido pode-se conseguir a solubilizacao das
hemiceluloses com uma producao minima de produtos de degradacao utilizando temperaturas
de pré-tratamento em torno dos 150-160°C, ainda que com cargas de acido mais elevadas. O
aumento para temperaturas acima de 160°C possui duas consequéncias ao nivel da producao
de etanol de 2° geracdo. A primeira resulta da reducdo das quantidades de aclcares
disponiveis para fermentacdo devido a transformacdo de acUcares em produtos de
degradacado, a segunda consequéncia advém do facto dos produtos de degradacdo gerados
possuirem a capacidade de inibir os microorganismos utilizados no processo fermentativo,

reduzindo por essa via a taxa de conversao de aclicares em alcool.

3 - Os resultados mostram que a solubilizacdo da glucose é particularmente afectada pelo
efeito conjugado da temperatura com a concentracdo de acido sulfurico (AC).
Individualmente a temperatura (A) foi o factor com mais influéncia na solubilizacdo da
glucose sendo seguida pela concentracao de acido (C) e pelo efeito conjugado da temperatura
com o tempo (AB). No trabalho realizado a solubilizacdo maxima da glucose, 12,2% em
percentagem do peso seco da amostra, foi obtida nos pré-tratamentos realizados a 156°C,

durante 48 minutos e com 4,09% (w/w) de H,SO,

4 - Neste trabalho conseguiu-se obter a solubilizacao total da xilose nos pré-tratamentos
realizados com uma temperatura de 156°C e uma concentracao de H,504 de 4,09%. Segundo a
analise ANOVA efectuada esta solubilizacdo é influenciada principalmente pelo quadrado da
temperatura (A%). O efeito conjugado da temperatura com a concentracao de acido (AC) e o
efeito linear da temperatura (A) sdo também factores determinantes na solubilizacdo deste
acgUcar. A solubilizacdo da xilose foi particularmente visivel nos pré-tratamentos realizados
com temperaturas acima de 120°C e concentracdes de H,SO, superiores a 2,75%. Nos pré-
tratamentos realizados com temperaturas superiores a 156°C verificou-se um decréscimo dos

teores de xilose no hidrolisado possivelmente devida a degradacao deste acUcar.

5 - Neste pré-tratamento também se conseguiu, a semelhanca da xilose, a solubilizacao
integral da arabinose. A sua solubilizacao foi influenciada por ordem decrescente pela
concentracdo de acido, pelo efeito conjugado da temperatura com o tempo (AB?), pela
temperatura (A?) e pelo efeito conjugado da temperatura com a concentracéo de acido (A*C).
A diminuicao dos teores de arabinose no hidrolisado, possivelmente causada pela sua

degradacao, foi verificada para temperaturas acima dos 138°C.
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6 - Neste trabalho verificAmos que a formacao de produtos de degradacao foi principalmente
influenciada pelo aumento da temperatura (A e A?). O efeito conjugado da temperatura com
a duracao (AB) dos pré-tratamentos também influenciou a formacdo destes produtos. No
modelo construido a concentracdo de acido nao teve influéncia nas concentracoes de
produtos de degradacao obtidas. Ao contrario de outros autores, nao verificamos no presente
trabalho a influéncia do sinergismo entre a concentracdo de acido e o tempo de residéncia
(BC) no aparecimento de produtos de degradacdo nos pré-tratamentos acidos (Heredia-Olea
et al., 2012). A formacao de produtos de degradacao foi verificada para temperaturas acima
de 110°C tendo no entanto, aumentado consideravelmente a deteccao destes compostos no
hidrolisado, a partir dos 156°C.

7 - O peso do residuo solido bem como a proporcao dos seus constituintes € influenciado
principalmente pela temperatura. Este facto resulta deste parametro ser considerado um
factor determinante na solubilizacdo de todos os aclcares. Na modelacdo efectuada dos
varios constituintes do residuo solido a glucose foi aquele que apresentou um coeficiente de
determinacdo mais baixo. Este facto deve-se possivelmente ao facto deste aclcar ser parte
integrante de estruturas polimerizadas (celulose e hemiceluloses) com propriedades distintas

em termos de solubilizacao.
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3.3 - Pré-tratamento com hidréxido de sédio

0 objectivo principal dos pré-tratamentos alcalinos é a remocédo da lenhina. Este composto
impede a hidrolise enzimatica por duas vias, quer constituindo um obstaculo ao acesso por
parte das celulases a celulose e hemicelulose, quer através do estabelecimento de ligacoes
constituidas entre a lenhina e as moléculas enzimaticas, através de interaccoes hidrofdbicas,
levando a reducdo do numero de moléculas livres para hidrolise (Berlin et al., 2005; Eriksson
et al., 2002). O pré-tratamento com hidroxido de sodio (NaOH) tem sido utilizado
maioritariamente em substratos herbaceos fornecendo bons resultados na remocao de
lenhina, favorecendo por essa via o aumento da taxa de conversao de aclcares durante a
hidrolise enzimatica (Cheng, 2010; Silverstein et al., 2007; Xu et al., 2010).

3.3.1 - Lenhina no Hidrolisado alcalino (LHa.)

A determinacao da LH, resulta da soma de duas componentes. A primeira componente foi
obtida através da determinacdo do peso seco do precipitado alcalino resultante da
acidificacdo dos hidrolisados e determinada por analise gravimétrica designando-se por
lenhina precipitada (Lp). A segunda componente, relativa ao hidrolisado acidificado, foi
definida como lenhina em solucdo (Ls) tendo sido determinada através das leituras de
absorvancia a 240nm no espectrofotometro.

Na tabela 3.15 apre

senta-se a analise de variancia para estimativa da LH, realizada a partir de um modelo
linear, ao qual foi adicionada a interaccdo da temperatura com a concentracao de NaOH (AC).
A equacao 3.10 apresenta a estimativa dos teores de LH, expressa em percentagem da

lenhina na amostra.

Tabela 3.15 - Analise ANOVA para estimativa das taxas de LH,.

Soma dos Média dos Valor p-valor
Variavel quadrados Df quadrados F Prob > F
Modelo 103.22 4 25.80 117.98 < 0.0001
A-Temperatura 28.97 1 28.97 132.45 < 0.0001
B-Tempo 0.68 1 0.68 3.10 0.0889
C-Conc. NaOH 32.51 1 32.51 148.62 < 0.0001
AC 1.18 1 1.18 5.40 0.0273
R? = 0,9421 Rjustado = 0,9341

Eq.3.10
Equacdo de estimativa da LH,; (em % da amostra)
= 45,6784+ 0,0175 x A+ 0,0053 x B+ 0,4643 X C + 0,0052 XA X C

A analise da tabela 3.15 mostra-nos que o modelo construido para estimativa da LH,_ se
encontra ajustado (p-valor <0,0001) traduzindo convenientemente este processo. O
coeficiente de determinacao indica-nos que os factores utilizados conseguem explicar 94,21%

da variacao nas taxas da LH,, verificadas.
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Dos factores utilizados a concentracdao de hidroxido de sodio e a temperatura do pré-
tratamento revelaram-se os factores mais determinantes (Fc = 148,62 e F, = 132,45) na
explicacado do modelo. A variacdo no tempo de duracdo dos pré-tratamentos nao foi
considerada um factor significativo na explicacdo da variacao das taxas da LH,. Na figura
3.20 podemos observar a influéncia individual de cada um dos factores, mantendo os outros
dois fixos, nas taxas de LH,_ encontradas.
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Figura 3.20 - Efeito da temperatura (a), do tempo (b) e da concentracédo de hidréxido de
sodio nas quantidades de LH,_, com as restantes condicdes constantes:
(@) B=70mine C = 3,25%; (b) A=70°C e C = 3,25%; (c) A =70°C e B = 70min

A figura 3.20 apresenta-nos uma relacdo directa entre o aumento da temperatura e da

concentracao de NaOH com as taxas LH,_ verificadas. Contrariamente, a variacao do factor

tempo (Fig.3.20b) parece nao ter qualquer efeito na variacao das taxas de LHy,.
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A tabela 3.16 mostra-nos a comparacao entre as taxas de LH,_ observadas e as estimadas pelo

modelo acima descrito.

Tabela 3.16 - Diferenca entre as taxas de LH,_ observada e estimada, expressas em

percentagem da amostra.

Temperatura Tempo NaOH LH,. obs. LH,, est. Diferenca
(°C) (min.) (%6 w/w) (%) (%) (%)
40 70 3,25 9,18 + 0,09 8,93 0,25
60 40 1,50 8,17 + 0,42 8,10 0,07
60 100 1,50 8,68 <+ 0,04 8,42 0,26
60 40 5,00 10,59 =+ 0,13 10,81 -0,22
60 100 5,00 11,21 + 0,04 11,13 0,09
90 70 0,31 7,31 + 0,83 7,91 -0,60
90 20 3,25 10,04 =+ 0,00 10,38 -0,35
90 70 3,25 10,74 + 0,35 10,64 0,09
90 120 3,25 10,32 + 0,05 10,91 -0,59
90 70 6,19 13,34 + 0,31 13,38 -0,04
120 40 1,50 10,10 + 0,02 9,62 0,49
120 100 1,50 10,25 + 0,06 9,93 0,32
120 40 5,00 13,55 + 0,19 13,42 0,13
120 100 5,00 13,94 =+ 0,42 13,73 0,21
140 70 3,25 12,07 =+ 0,22 12,36 -0,29
Desvio 0,27
meédio

A tabela 3.16 mostra-nos uma grande proximidade entre os valores observados e os estimados
pela equacdo de regressao existindo um desvio médio na estimativa de apenas 0,27%. A
preponderancia da concentracao de NaOH utilizada, pode ser vista na tabela, pelo facto de
apenas nos ensaios realizados com uma carga de NaOH igual ou superior a 5% se verificarem
taxas de LH, acima dos 13%. Entre todos os ensaios aqueles que apresentaram a taxa de LHy.
mais elevada (13,94 %) foram os realizados com uma concentracao de NaOH de 5,00% (w/w),
durante 100minutos e a uma temperatura de 120°C.

No procedimento realizado, a estimativa da LH,, de acordo com o reportado por Fengel e
Wegener, podera encontrar-se sobrestimada, quer devido a possibilidade de ocorréncia de
condensacao de extractaveis, quer devido a formacdo de complexos entre a lenhina e os
acucares presentes no hidrolisado (Fengel e Wegener, 1984). Assim, das quantidades
determinadas de LH, fardo parte a lenhina solubilizada no pré-tratamento, os extractaveis

condensados e os agucares com ligacdo quimicas estabelecidas com a lenhina.

3.3.2 - Constituicao do residuo sélido

A tabela 3.17 apresenta a constituicao do residuo sdlido resultante dos pré-tratamentos com
hidroxido de sodio. Ao contrario do que poderiamos prever os teores de lenhina mantiveram-
se praticamente inalterados nos residuo solidos, nas diferentes condicdes de pré-tratamento

previstas na modelacao realizada com o auxilio do programa Design Expert. Nestes ensaios o
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teor de lenhina no residuo sélido oscilou, em percentagem do peso da amostra, entre 21,45%
(90°C, 120min., 3,25% NaOH) e 25,80% (60°C, 40min., 1,50% NaOH), ou seja, o primeiro valor,
expresso em percentagem da lenhina presente na amostra, equivale a uma remocao de 14,1%,
o segundo valor a uma remocao de 0%.

Como hipotese equacionamos que talvez a amplitude dos factores temperatura, tempo e
concentracao tivesse sido demasiado pequena para provocar um efeito notorio na taxa de
extraccao de lenhina. Assim, decidiu-se introduzir um conjunto de ensaios extra (E), mais
severos, sem modelacdo estatistica, com o objectivo de observar a evolucdo da lenhina

remanescente no residuo solido.

Tabela 3.17 - Constituicao do residuo sélido (RS) resultante do pré-tratamento com NaOH

Al B C RS (%) LK (%) TRL | Acucares (%) TRA
m| 40 | 70 [ 3,25 | 68,22 + 2,43]2280 + 081 8,7 |41,17 = 1,27 80,3
m| 60 | 40 [1,5073,25 + 0,91]2580 =+ 0,13 0,0 | 40,92 + 1,57 79,8
m| 60 | 100 | 1,50 | 67,84 =+ 1,67 | 24,09 + 0,04 3,5 [3547 = 1,51 69,2
M| 60 | 40 | 5,00 67,22 + 0,65|23,66 + 045 52 |3834 = 091 74,8
m| 60 | 100 | 5,00 | 64,70 + 1,21 22,00 + 0,19 11,9 [ 36,71 + 2,80 71,6
m| 90 [ 70 [0,31 72,86 + 1,18 2544 =+ 1,38 0,0 |43,54 + 1,12 85,0
M| 90 | 20 |3,25|67,12 + 0,09 (2259 =+ 002 9,5 |37,47 + 0,22 73,1
M| 90 | 70 | 3,25 | 68,17 =+ 2,84 23,40 + 1,13 63 3592 + 1,98 70,1
M| 90 [120]3,25|66,80 + 1,27 (21,45 = 050 14,1 (37,40 = 1,77 73,0
M| 90 | 70 | 6,19 | 66,84 =+ 0,02 |21,82 =+ 1,19 12,6 | 42,54 + 0,38 83,0
m|120| 40 [ 1,50 68,49 + 1,82 |2458 =+ 0,18 1,5 | 38,19 = 025 745
M| 120 | 100 | 1,50 | 63,96 =+ 0,66 | 23,29 + 0,46 6,7 | 34,32 + 0,73 67,0
M| 120 | 40 | 5,00 | 64,01 + 0,40 (21,86 + 054 12,4|37,89 = 0,81 73,9
M| 120 | 100 | 5,00 | 63,49 + 0,74 22,50 + 0,45 9,8 [39,21 =+ 1,14 765
m|140 | 70 | 3,25 | 60,28 + 0,96 |21,62 + 0,77 13,4 38,68 = 0,85 755
E| 90 | 70 | 61,9 50,23 + 1,06 (18,99 =+ 0,53 23,9 (31,24 = 0,49 61,0
E[120| 40 | 15,0 47,66 + 1,02|1927 + 0,36 22,8|2839 : 0,77 554
E|[120 100150 ]43,98 + 1,07[16,79 + 0,39 32,7 27,19 =+ 0,74 53,1
E|[120| 40 | 50,0 | 45,85 + 1,15 [17,49 + 0,49 29,9 | 28,36 = 0,27 55,3
E[120 | 100 | 50,0 | 40,90 + 0,88 | 13,00 + 0,52 47,9 |27,90 = 0,15 54,4
E[140 | 70 [ 32,5 47,80 + 0,86 |1548 + 0,46 37,8 32,32 :+ 0,66 63,1

M - Ensaio modelado E - Ensaio extra

A - Temperatura B -Tempo C - Concentracao de NaOH (% w/w)

LK (%) - Lenhina de Klason no RS expressa em % da amostra

TRL - Taxa de remocao de lenhina expressa em % da lenhina presente na amostra

Acucares (%) - Aclcares no RS em % da amostra

TRA - Taxa de retencao de aclcares no RS expressa em % dos acUcares presente na
amostra
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A analise da tabela 3.17 mostra-nos uma clara diferenca no peso do residuo sélido entre os
ensaios modelados e os ensaios extra. Nos primeiros, o peso seco do residuo sélido (RS),
oscilou entre 60,28% (140°C, 70min., 3,25% NaOH) e 73,25% (60°C, 40min, 1,50% NaOH)
correspondendo esta variacao a uma oscilacdo maxima nos conteldos solubilizados de 12,97%.
Nos ensaios extra a variacdo do peso seco do residuo solido oscilou entre 40,9% (120°C,
100min., 50,0% NaOH) e 50,23% (90°C, 70min., 61,9% NaOH). A figura 3.21 apresenta a

variacao do peso seco do residuo sélido (RS) em funcao das condicdes ensaiadas.

80

70 B B & - o - -
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90— — — — — — — — — — — — —
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Peso do residuo sélido
(em % do peso da amostra)
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A | 90 | 60 120 | 60 | 120 | 90 | 40 | 90 | 140 | 90 | 60 | 120 | 60 | 120 90

B 70 40 | 40 | 100 100 | 20 | 70 | 70 | 70 | 120 | 40 | 40 | 100 100 70

C 031 150 1,50|1,50 1,50 [3,25 (3,25 3,25 325 3,25 500 500 500|500 619|150 150|325 500 500 619

Figura 3.21 - Peso do residuo sélido (RS) resultante do pré-tratamento alcalino com NaOH
(expresso em percentagem do peso da amostra seca)

A - Temperatura (°C), B - Tempo (min.), C - Concentracao de NaOH (% w/w)

A diminuicao do peso seco do RS nos ensaios extra resulta de uma maior solubilizacao para o
hidrolisado dos seus compostos. Assim € natural que tal reducdo tenha reflexo nas
concentragées de lenhina e de acglicares remanescentes. Da analise estatistica do peso seco,
realizada nos pré-tratamentos modelados, resultou um modelo significativo com um p-valor <
0,0005, nao apresentando porém como significativos nenhum dos factores utilizados. Como
consequéncia a equacdo de regressao estimada apresentou um coeficiente de determinacao
(R%) de 0,7755. Como tal, consideramos que a analise estatistica ndo consegue traduzir com a
precisao necessaria a variacao do peso seco em funcao das condicdes ensaiadas. Na figura

3.22 apresentam-se as concentracoes de lenhina nos residuos solidos.
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Figura 3.22 - Lenhina presente nos residuos solidos resultantes dos pré-tratamentos alcalinos
com NaOH, expressa em percentagem do peso seco da amostra

A - Temperatura (°C), B - Tempo (min.), C - Concentracao de NaOH (% w/w)

A leitura da figura 3.22 permite-nos observar, nos ensaios extra, uma oscilacao das
concentracdes de lenhina presente no residuo solido entre 13,00% (120°C, 100min., 50%
NaOH) e 19,27% (90°C, 70min., 61,9% NaOH) correspondendo estes valores a taxas de remocao
de lenhina (TRL) de 52,8% e 22,80%, respectivamente. Nestes ensaios podemos observar a
uma clara reducao da lenhina quando, mantendo a mesma temperatura e concentracao de
NaOH, elevamos a duracdo dos pré-tratamentos de 40 para 100 minutos. Observe-se que a
maxima TRL nao foi obtida nos pré-tratamentos realizados com a temperatura mais alta
(140°C) nem com a maior concentracdao de NaOH (61,9%), o que nos sugere que o
prolongamento do tempo podera induzir a TRL mais elevadas que o aumento daqueles dois
factores. A influéncia determinante do tempo de duragdo dos pré-tratamentos nas taxas de
remocao de lenhina (TRL) é também confirmada pelos resultados obtidos por diversos
autores. Pan e colaboradores obtiveram TRL de 34% quando aplicaram uma carga de NaOH de
1%, durante 7 horas a uma temperatura de 100°C a madeira de pseudotsuga resultante de um
processo de explosao a vapor (steam explosion) (Pan et al., 2005). Ja Gupta, utilizando como
substrato madeira de choupo, obteve uma TRL de 78% em pré-tratamentos realizados durante
24h, com uma carga de NaOH de 5% e a 120°C (Gupta, 2008). Na analise estatistica da
variacao da lenhina em funcao das condicées de ensaio modeladas resultou um modelo
significativo, no entanto, nenhum dos factores utilizados foi considerado significativo. A
equacdo de estimativa (R? = 0,7029) resultante ndo consegue dessa forma traduzir, com o
nivel de precisdo desejado, a variacdo do teor de lenhina em funcao das variaveis utilizadas.

A semelhanca do ocorrido com as taxas de remocdo de lenhina também as taxas de retencdo
de acgucares (TRA) verificadas no residuo sélido se apresentam muito distintas entre os ensaios
modelados e os ensaios extra. A figura 3.23 apresenta-nos as taxas de retencdo de acUcares

(TRA) no residuo sélido resultante do pré-tratamento alcalino com NaOH.
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TRA (em % peso seco amostra)

C 0,31]1,50 1,50 1,50 1,50 |3,25 3,25 3,25 3,25|3,25|5,00 5,00 5,00 5,00 6,19 15,00(15,00 32,50|50,00 50,00 61,90

Figura 3.23 - Taxas de retencado de aclcares (TRA) nos residuos solidos resultantes do pré-
tratamento alcalino com NaOH, expressas em percentagem do peso seco da amostra

A - Temperatura (°C), B - Tempo (min.), C - Concentracao de NaOH (% w/w)

Como podemos observar pela leitura da figura 3.23 nos ensaios modelados a TRA variou entre
34,32% (120°C, 100min., 1,50% NaOH) e 43,54% (90°C, 70min., 0,31% NaOH). Nos ensaios extra
as TRA foram muito menores oscilando entre 27,19% (120°C, 100min., 15% NaOH) e 32,32%
(140°C, 70min., 32,5% NaOH). Em ambas as situacdes nao é clara a associacdo entre a
variacao dos factores utilizados e as TRA obtidas, ou seja, obtemos TRA com valores proximos
em condicdes de ensaio muito diferentes. Por exemplo, nos ensaios realizados a 90°C durante
70 minutos obtiveram-se TRA de 43,54% e 42,54% para concentracoes de NaOH de 0,31% e
6,19% respectivamente. Nesta comparacdo, o acréscimo de 5,88% de NaOH reflectiu-se num
aumento de apenas 1% na TRA. Outro exemplo, a TRA obtida nos pré-tratamentos realizados
com uma temperatura de 140°C, durante 70 minutos e com uma concentracao de NaOH de
3,25% foi inferior em 0,34% a TRA obtida nos pré-tratamentos realizados com uma
temperatura de 60°C, durante 40 minutos e com uma concentracao de NaOH igual a 5,00%.
Esta falta de associacao entre as condicoes de ensaio e as TRA obtidas mantem-se também
nos ensaios extra realizados. Nestes verificou-se um decréscimo da TRA em 0,03% quando se
se aumentou a concentracdo de NaOH de 15,00% para 50,00%, nos pré-tratamentos realizados
com temperatura igual a 120°C e durante 40 minutos. A tabela 3.18 apresenta os teores de
glucose, xilose e arabinose presentes no residuo solido resultante dos pré-tratamentos

alcalino com hidroxido de sodio.
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Tabela 3.18 - Teores de glucose, xilose e arabinose presentes no residuo solido resultante dos

pré-tratamentos alcalino com NaOH

A B C Glucose' R.G. Xilose' R.X. | Arabinose’ R.A.
40 70 | 3.25 | 26,14 + 0,65 77,8 | 11,07 + 0,22 84,4 (3,96 + 0,40 87,0
60 40 | 1.50 |26,66 + 0,73 79,4 |11,40 + 0,60 87,0 (3,58 + 0,23 78,7
60 100 | 1.50 |22,79 + 1,07 67,8 | 9,51 + 0,24 72,5 (3,23 + 0,21 71,0
60 40 | 5.00 (24,64 + 0,75 73,4|10,42 + 0,15 79,5 (3,28 + 0,01 72,1
60 100 | 5.00 |22,45 + 1,23 66,8 | 9,47 + 1,13 72,2 (3,23 + 0,44 71,0
90 70 | 0.31 | 27,94 + 0,72 83,2 |11,75 + 0,27 89,6 (3,85 = 0,13 84,6
90 20 | 3.25 | 23,99 + 0,06 71,4|10,21 + 0,08 77,9 (3,27 + 0,08 71,9
90 70 | 3.25 | 23,46 + 0,84 69,8 | 9,93 =+ 0,88 75,7 (3,20 + 0,26 70,3
90 120 | 3.25 | 24,05 + 096 71,6 10,29 + 0,48 78,5 (3,05 + 0,33 67,0
90 70 | 6.19 | 27,36 + 0,26 81,5|11,48 + 0,06 87,6 3,69 + 0,06 81,1
120 40 | 1.50 |25,26 + 0,04 75,2| 993 =+ 0,06 75,7 |3,03 + 0,15 66,6
120 100 | 1.50 |22,51 + 0,41 67,0| 9,27 + 0,19 70,7 (2,55 + 0,13 56,0
120 40 | 5.00 (24,83 + 0,07 73,9|10,05 + 0,60 76,7 [3,05 + 0,14 67,0
120 100 | 5.00 | 25,81 + 0,48 76,8 10,50 + 0,57 80,1 [2,95 + 0,09 64,8
140 70 | 3.25 | 26,00 + 0,43 77,4|10,63 + 0,24 81,1 (2,07 + 0,17 45,5
90 70 | 61.90 | 24,36 + 2,13 72,5| 6,02 + 0,11 459 (0,53 + 0,26 11,6
100 | 270 | 15.00 | 22,73 + 0,51 67,7 | 497 + 0,18 37,9 |0,46 + 0,08 10,1
120 40 | 15.00 {2293 + 0,10 68,3 | 4,86 =+ 0,45 37,1 [0,40 + 0,06 38,8
120 100 | 15.00 | 19,97 + 0,11 59,5| 4,15 =+ 0,01 31,7 |0,36 + 0,00 7,9
120 40 | 50.00 | 21,01 + 0,99 62,5| 4,34 =+ 0,177 33,1 |0,39 + 0,01 8,6
120 100 | 50.00 | 18,38 + 0,72 54,7 | 4,81 =+ 0,19 36,7 |0,49 + 0,05 10,8
140 70 | 32.50 | 24,71 + 0,81 73,6 | 6,25 =+ 0,27 47,7 |0,52 + 0,01 11,4

A - Temperatura B - Tempo C - Concentracao de NaOH (% w/w)

1 - Teores expressos em % da amostra

R.G. - Teor de retencao de glucose no RS expressa em % da glucose na amostra
R.X. - Taxa de retencao de xilose no RS expressa em % da xilose na amostra

R.A. - Taxa de retencao de arabinose no RS expressa em % da arabinose na amostra

A analise da tabela 3.18 mostra-nos que nos ensaios modelados a permanéncia dos acUcares
no residuo solido variou, em percentagem da amostra, entre 22,45 e 27,94% para a glucose,
9,27 e 11,75% para a xilose e 2,07 e 3,96% para a arabinose. Nos pré-tratamentos extra
realizados 0 aumento da severidade traduziu-se numa reducdo de todos os acucares retidos
no residuo sdlido, em especial da xilose e da arabinose. As taxas de retencdo, em
percentagem da amostra, variaram nestes ensaios entre 19,97% e 24,71% para a glucose,
4,15% e 6,25% para a xilose e 0,36% e 0,56% para a arabinose. A figura 3.24 apresenta os
teores de glucose, xilose e arabinose presente nos residuos solidos do pré-tratamento alcalino

com NaOH, expressos em % da amostra.
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Figura 3.24 - Teores de glucose, xilose e arabinose presente nos residuos solidos do pré-
tratamento alcalino com NaOH, expressos em % da amostra

A - Temperatura (°C), B - Tempo (min.), C - Concentracao de NaOH (% w/w)

A anadlise da figura 3.24 mostra-nos uma clara reducao nos teores de xilose e arabinose
presente no residuo sélido quando passamos dos ensaios modelados para os ensaios extra. O
teor de xilose médio presente no residuo solido foi, nos ensaios modelados, igual a 10,39 +
0,73 enquanto nos ensaios extra este valor baixou para metade sendo igual a 5,06 + 0,74. O
decréscimo nos teores médios de arabinose presente no residuo sélido foi ainda de maior
intensidade, passando este aclcar nos ensaios modelados de um valor de 3,20 + 0,46 para um
valor nos ensaios extra, quase residual, de 0,45 + 0,06. A retencao de xilose no residuo sélido
oscilou, em percentagem da xilose presente na amostra, entre 70,7 e 89,6% nos ensaios
modelados e entre 31,7 e 47,7% nos ensaios extra. A retencao de arabinose no residuo sélido
oscilou, em percentagem da arabinose presente na amostra, entre 45,5 e 87,0% nos ensaios
modelados e entre 7,9 e 11,6% nos ensaios extra.

As taxas de retencao de xilose determinadas no presente trabalho encontram-se de acordo
com as constantes na bibliografia consultada para o mesmo tipo de pré-tratamentos. Sills e
Gossett obtiveram uma taxa de retencdo de 81,5% da xilose no residuo solido em pré-
tratamentos alcalinos com NaOH realizados com herbaceas utilizando uma concentracdo de
NaOH de 5,6% (w/w), uma temperatura de 25°C e um tempo de residéncia de 24h (Sills e
Gossett, 2011). Observe-se que para concentracoes similares foram obtidas neste trabalho
taxas de retencao de xilose de 79,5% (60°C, 40min, 5,00% NaOH) e 87,6% (90°C, 70min, 6,19%
NaOH). Este facto pode explicar a razao pela qual ndo se conseguiu determinar um modelo
estatistico de estimativa dos teores de xilose solubilizada em funcao da variacao dos factores

utilizados.
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Gupta e Lee também observaram para herbaceas retencoes de 44% para a xilose e 41% para a
arabinose em pré-tratamentos realizados com uma carga de NaOH de 50% (w/w), durante 24
horas a temperatura de 60°C (Gupta e Lee, 2010). As retencoes determinadas neste trabalho
para a mesma concentracao de NaOH (120°C, 100min, 50% NaOH) foram de 36,7% para a
xilose e de apenas 10,8% para a arabinose. O valor de retencdo encontrado para a xilose é
ligeiramente inferior, no entanto esta diferenca agudiza-se quando comparamos a taxa de
retencao da arabinose. A maior solubilizacao de arabinose encontrada no trabalho
desenvolvido pode ser devida possivelmente a maior temperatura de pré-tratamento utilizada
(120°C) favorecendo-se por essa via uma maior solubilizacdo daquele aclcar. A influéncia da
temperatura como factor significativo no aumento da solubilizacao da arabinose foi
confirmada na analise estatistica efectuada nos pré-tratamentos modelados. No modelo
determinado a analise de variancia revelou um p-valor <0,0001 para a temperatura. A
equacdo de regressao obtida com um R? igual a 0,7512 ndo consegue, em nosso entender,
traduzir a variacao da solubilizacdo da arabinose em funcao da variacao dos factores
utilizados com a precisao desejada.

Relativamente aos teores de glucose verificou-se uma grande variacao em todos os ensaios
realizados. O teor maximo de glucose retida no residuo sélido foi verificado nos pré-
tratamentos realizados com a concentracdo mais baixa de NaOH (0,31%). Nestes pré-
tratamentos o residuo solido apresentou um teor de glucose de 27,94% correspondendo este
valor a uma taxa de retencao de 83,2% em percentagem da glucose presente na amostra. Nos
ensaios modelados, o menor teor de glucose encontrado no residuo solido, com um valor de
22,45%, foi verificado nos pré-tratamentos realizados com uma temperatura de 60°C, durante
100min e com uma concentracdo de NaOH de 5,00%. O teor de glucose variou nos residuos
solidos de forma dissociada da severidade dos factores utilizados. Assim, foram detectados
valores de retencdo de glucose de 22,79% e 22,51% em pré-tratamentos realizados
respectivamente a 60°C e 120°C, com tempos de duracao de 100minutos e concentracoes de
NaOH de 1,50%. Também se detectaram teores de glucose mais elevados em pré-tratamentos
supostamente mais severos, como os realizados a 140°C (26,00% - 140°C, 70min, 3,25% NaOH)
ou os realizados com concentracoes de 6,19% de NaOH (27,36% - 90°C, 70min, 6,19% NaOH).
Esta aparente dissociacao entre a severidade dos factores utilizados e as taxas de retencao de
glucose obtida conduziram a obtencao de modelos nao significativos na analise de variancia.
Desta forma, ndo foi possivel obter uma equacao de regressao que estimasse a retencao de
glucose em funcao dos factores (temperatura, duracdo e carga de acido sulfurico) utilizados
nos ensaios.

Nos ensaios extra, o teor mais baixo de glucose presente no residuo solido, com um valor de
18,38%, foi obtido nos pré-tratamentos realizados com uma temperatura de 120°C, durante
100min e com uma concentracao de NaOH de 50,00%. Nestas condicdes apenas se reteve no
residuo solido 54,7% da glucose presente na amostra. A taxa de glucose retida no residuo
solido encontra-se em conformidade com a taxa de 66,8% encontrada por Wang e

colaboradores em pré-tratamentos realizados a uma temperatura de 121°C, durante 60
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minutos e com uma concentracao de NaOH de 26,70 %(w/w) (Wang et al., 2012). Note-se que
no presente trabalho foi obtida uma taxa de retencdo de glucose de 68,3% nos pré-
tratamentos realizados a 120°C, durante 40 minutos e com uma concentracao de NaOH de 15%
(w/w) e uma taxa de retencao de glucose de 62,5% nos pré-tratamentos realizados a 120°C,
durante 40 minutos e uma concentracao de NaOH de 50,00% (w/w).

A figura 3.25 compara os resultados obtidos entre os pré-tratamentos modelados e os pré-
tratamentos extra realizados com os mesmos valores de temperatura e tempo, apenas

variando a carga de base aplicada.

Relagdo das TRA em funcgédo da concentragdo de NaOH

BGlucose BEXilose OaArabinose

7.8
7,0 7.6 7,1
6,0
4,0
19 20 2,2 23 2,2

11 . 11 . 11 . 1,2 . 14 l 11 .1'?
NaoH (6,19 7 61,9) (1,50 7 15,0) | (1,50 15,0} (5,00/ 50,0) (5,00/ 50,0) (3,257 32,5)

Tempo 70 40 100 40 100 70

Temperatura 90 120 120 120 120 140

Figura 3.25 - Comparagao das TRA entre os pré-tratamentos modelados e

0os pré-tratamentos extra

A figura 3.25 mostra-nos que parece existir uma constancia na reducao dos aclicares no
residuo sélido, especialmente da glucose e da xilose, quando mantendo as mesmas condicoes
de temperatura e duracao dos pré-tratamentos elevamos a concentracdo de NaOH para um
valor dez vezes superior. Assim observamos pela analise da figura que ao aumentarmos em 10
vezes a carga de NaOH a reducdo média de glucose é de apenas 1,2, a reducdao média da
xilose € de 2,1 e a reducdao média da arabinose € igual a 6,6. Este acucar € aquele que revela
a maior heterogeneidade na razao determinada (desvio padrao = 1,3).

Com estes resultados podemos dizer que os teores de glucose retidos no residuo sélido nao
sao afectados de forma significativa pelo aumento da concentracao de NaOH. No caso da
xilose, o aumento em dez vezes da carga alcalina tem como reflexo uma reducao para
metade nos teores de xilose retida no residuo solido. O aclUcar que sofre maior solubilizacao
com o aumento da carga de NaOH é sem dlvida a arabinose que vé reduzida a sua retencao

no residuo solido em cerca de 6,6 vezes.
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3.3.3 - Consideracdes finais sobre o pré-tratamento com hidréxido de
sodio

1 - Da analise da lenhina no hidrolisado resultante dos pré-tratamentos modelados
estatisticamente com hidroxido de sodio (LHa ) resultou um modelo significativo, com um
coeficiente de determinacao para a equacao de regressao estimada de 0,9431. Segundo a
analise de variancia do modelo os factores mais significativos na solubilizacdo da lenhina
foram a concentracdo de hidroxido de sddio e a temperatura. A variacdo do tempo de
duracdo dos pré-tratamentos nao foi considerada factor significativo no modelo estatistico

analisado.

2 - A quantificacdo da lenhina no hidrolisado pelo método utilizado parece sobrestimar a
determinacao dos teores de lenhina solubilizada. Este facto, pode resultar da quantificacao
como lenhina de outros compostos, nomeadamente parte dos extractaveis que possam ter
sofrido condensacdao ou de acglcares que tenham permanecidos ligados quimicamente a

lenhina solubilizada.

3 - Nao se conseguiram traduzir de forma estatisticamente significativa os teores de glucose e
xilose presentes no residuo sélido em funcao da variacdo dos factores utilizados. Para a
variacao do peso seco do residuo sélido e da lenhina foram encontrados modelos significativos
com p-valor <0,0005. Contudo, nestes modelos, nenhum dos factores analisados foi
considerado significativo na variacao do peso e do teor de lenhina, levando ao
estabelecimento de equacées de regressdo com valores de R? abaixo do desejado para este
estudo. Da analise estatistica dos teores de arabinose encontrados no residuo solido resultou
um modelo significativo, com um p-valor de 0,0011, no qual a temperatura foi considerada o

factor mais determinante (p-valor <0,0001).

4 - A taxa maxima de remocao de lenhina foi de 14,1% nos pré-tratamentos modelados
efectuados com uma temperatura de 90°C, durante 120 minutos e com uma concentracao de
NaOH de 3,25%. Nestas condicoes o residuo solido reteve 71,6% da glucose, 78,5% da xilose e
67,0% da arabinose relativamente as quantidades destes aclicares presentes na amostra. Nos
ensaios extra conseguiram-se taxas de remocdo de lenhina mais elevadas que nos pré-
tratamentos modelados. Nestes obteve-se uma taxa maxima de remocéo de lenhina de 54,7%
nos pré-tratamentos efectuados com uma temperatura de 120°C, durante 100 minutos e com
uma concentracao de NaOH de 50,00%. Contudo nestas condicdes o residuo solido reteve
apenas 54,7% da glucose, 36,7% da xilose e 10,8% da arabinose relativamente as quantidades

destes acUcares presentes na amostra.

5 - O aumento da concentracao de NaOH nos ensaios extra revelou, relativamente aos ensaios
modelados, uma diminuicao dos acucares, apresentando no entanto essa diminuicdo uma
razao aparentemente constante, isto €, verificou-se que o aumento em dez vezes da

concentracao de NaOH provocou, em relacao aos ensaios modelados realizados com a mesma
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temperatura e duracdo, uma reducao média de glucose de apenas 1,2 + 0,1, uma reducao

média de xilose de 2,1+ 0,2 e uma reducdo média da arabinose de 6,6+ 1,3.

3.4 - Pré-tratamento com hidroxido de sé6dio e perdxido de
hidrogénio
0 peroxido de hidrogénio, em condicdes alcalinas, reage como agente de remocao de lenhina

solubilizando simultaneamente as hemiceluloses presentes nos materiais lenhocelulésicos (Sun
et al., 2002).

3.4.1 - Lenhina no Hidrolisado alcalino com adicao de peréxido (LHaLp)

A determinacdo da LHpp resulta, a semelhanca do pré-tratamento anterior, da soma da
lenhina precipitada (Lp) com a lenhina em solucao (Ls). A tabela 3.19 apresenta a estimativa
LH, p estimada com base na analise do hidrolisado. O modelo de estimativa foi realizado com
base num modelo clbico reduzido devido a introducdo de 3 factores cbicos (A’B, A’C e AB?)

tendo em vista o aumento do valor do coeficiente de determinacéo (R?).

Tabela 3.19 - Analise ANOVA para estimativa de LHp

Soma dos Média dos Valor p-valor
Variavel quadrados Df quadrados F Prob > F
Modelo 138.92 13 10.69 78.95 < 0.0001
A-Temperatura 20.67 1 20.67 152.72 < 0.0001
B-Conc. NaOH 35.71 1 35.71 263.81 < 0.0001
C-Conc. H,0, 0.96 1 0.96 7.06 0.0151
AB 2.09 1 2.09 15.42 0.0008

AC 3.86 1 3.86 28.52 < 0.0001

BC 0.80 1 0.80 5.92 0.0245

A 8.35 1 8.35 61.65 < 0.0001

B 1.226E-003 1 1.226E-003  9.061E-003 0.9251

c? 0.56 1 0.56 4.15 0.0550

ABC 0.046 1 0.046 0.34 0.5648

A’B 0.45 1 0.45 3.29 0.0846

AC 0.72 1 0.72 5.30 0.0323

AB? 0.18 1 0.18 1.31 0.2668

R? = 0,9809 R%justado = 0,9685

Eq.3.11
Equacio de estimativa da LHp;p (em % da amostra)
= +18,0549 — 0,2996 X A — 1,5528 x B—0,9419 x C + 0,0462 X A X B
+0,0263 x AX C —0,1258 X B x C+ 0,0019 x A% + 0,1575 x B2 + 0,0516
x C2 4+ 0,00059 x Ax Bx C—0,00016 x A2xB —0,00021 x A> X C
—0,00178 X A x B2
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Como podemos verificar pela analise da tabela 3.19 o modelo construido encontra-se ajustado
explicando 98,09% da variacao de LHup. Os factores mais determinantes na explicacao do
modelo sao por ordem decrescente a concentracao de NaOH (Fs = 263,81), a temperatura
quer em termos lineares (F, = 152,72) quer pelo seu quadrado (F\2 = 61,65). A variacdo nas
taxas de LHyp encontra-se ainda influenciada pela accao conjugada da temperatura com a
concentracao de H,0, (Fac = 28,52).

A figura 3.26 apresenta a influéncia individual da temperatura (A), da concentracao de NaOH
(B) e da concentracao de H,0, (C) na estimativa da LHx p quantificada a partir do hidrolisado,

mantendo os restantes factores constantes.

Figura 3.26 - Influéncia da temperatura, concentracao de NaOH e concentracédo de H,0, na

estimativa da LHyp

| (@) | (b)

265 — 12685 —

05 —| 105 |

LHaLp
(em % da amostra)

836 — 835

I-HALP
(em % da amostra)

I I I I I
T T
6000 7500 9000 105.00 12000 -

A - Temperatura (°C) B -EI:fIaOH (%Ew/w) v
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105 —
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Figura 3.26 - Efeito da temperatura (a), da concentracao de NaOH (b) e da concentracao de
H,0, (c) na estimativa da LHyp, com as restantes condicoes constantes:
(@) B=3,25%e C=3,25%; (b) A=90°C e C = 3,25%; (c) A=90°C e B = 3,25%

Como podemos observar pela observacao da figura 4.26 o aumento da temperatura e da
concentracdo de NaOH tem como consequéncia um aumento da LHup. O aumento da

temperatura parece provocar um aumento significativo LHyp, nomeadamente a partir dos
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90°C, enquanto o aumento da concentracdo de NaOH tem como consequéncia aumentos
lineares da LHp p. O aumento da concentracao de H,0, possui um efeito, de menor dimensao e
em sentido contrario aos dos dois factores anteriores. Neste caso, o aumento da carga de
H,0, conduz a uma diminuicao ligeira LHyp.

A tabela 3.20 apresenta, nas 15 condicoes de pré-tratamento testadas, a diferenca entre as

taxas de LH, p observada e estimada.

Tabela 3.20 - Diferenca entre as taxas de LHp p observada e estimada, expressas em

percentagem da amostra

Temperatura  NaOH H,0, LH,Lp Obs. LHaLp est. Diferenca
(°C) (e w/w) (% w/w) (%) (%) (%)
40 3,25 3,25 8,71 + 0,15 8,88 -0,18
60 1,50 1,50 7,78 +« 0,19 7,73 0,05
60 1,50 5,00 8,08 <+ 0,01 8,01 0,07
60 5,00 1,50 10,64 =+ 0,15 10,66 -0,02
60 5,00 5,00 9,83 + 0,08 9,83 0,00
90 0,31 3,25 6,25 + 0,02 6,46 -0,21
90 3,25 0,31 10,19 <+ 0,28 10,55 -0,36
90 3,25 3,25 9,42 + 0,37 9,59 -0,16
90 3,25 6,19 9,22 + 0,18 9,51 -0,30
90 6,19 3,25 12,23 + 0,19 12,67 -0,44
120 1,50 1,50 10,52 + 0,11 10,64 -0,12
120 1,50 5,00 8,64 + 0,35 8,70 -0,06
120 5,00 1,50 14,62 + 0,15 14,99 -0,37
120 5,00 5,00 12,06 + 0,56 12,36 -0,30
140 3,25 3,25 13,25 + 0,16 13,78 -0,53
Desvio 0,21
médio

A tabela 3.20 mostra-nos que o maximo teor de LHup foi obtida nos pré-tratamentos
efectuados a 120°C, com uma concentracao de NaOH de 5,00% e uma concentracao de H,0,
de 1,50%. Nestas condicoes o teor de LH, p observado (14,62%) corresponde a 58,57% do teor
de lenhina presente na amostra. Tal como na analise do hidrolisado do pré-tratamento
anterior, estes valores poderao estar sobrestimados devido a contabilizacao como lenhina no
hidrolisado, de produtos resultantes da condensacdo de extractaveis e de aclcares presentes
em complexos formados com a lenhina (Fengel e Wegener, 1984)

Relativamente a equacdo de regressao verificamos que os valores estimados encontram-se
bastante proximos dos valores observados existindo um desvio médio entre os dois de apenas
0,21%.

Através da analise da tabela também é possivel observar a relacdo directa entre o aumento
da temperatura e o aumento da LHp. Mantendo as concentracées dos dois reagentes
constantes em 3,25% verificamos que o aumento da temperatura dos pré-tratamentos de 40

para 90°C e de 90°C para 140°C provoca um aumento na taxa de LHyp de 0,71% (9,42-8,71) e
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de 3,83% (13,25-9,41), respectivamente. O mesmo se verifica relativamente a influéncia da
concentracao de NaOH. Nos pré-tratamentos efectuados a 90°C com uma carga de H,0, igual
a 3,25% verificamos que ao aumentar a concentracao de NaOH de 0,31% para 3,25% e de
3,25% para 6,19%, a taxa de LHpp aumenta respectivamente 3,17% (9,42 - 6,25) e 2,81%
(12,23-9,42). O aumento da concentracao de H,0, provoca uma reducao nas taxas de LHyp
sendo essa reducao tanto maior quanto mais elevada for a temperatura. Nos pré-tratamentos
efectuados a 60°C com uma concentracao de NaOH igual a 5,00%, o aumento de 1,50% para
5,00% na concentracao de H,0, provoca uma diminuicao de 0,81% (9,83-10,64), mas ao
aumentar a temperatura para 120°C mantendo a mesma carga de NaOH, o mesmo aumento na

concentracao de H,0, ja provoca uma diminuicdo na taxa de LHy» de 2,56% (12,06-14,62).

3.4.2 - Constituicao do residuo sélido

A tabela 3.23 apresenta a constituicao do residuo sdlido resultante dos pré-tratamentos com
NaOH e H,0,. Comparativamente com os pré-tratamentos efectuados apenas com NaOH,
podemos observar que nestes pré-tratamentos, a adicao de H,0, provocou o aumento das
taxas de remocao de lenhina conseguidas, mas por outro lado provocou uma diminuicao no

teor de aclcares mantidos no residuo solido.

Tabela 3.21 - Constituicao do residuo sélido resultante dos pré-tratamentos com NaOH e H,0,

Al B | C RS (%) LK (%) TRL | Acucares (%) TRA
40 [3,25[3,25]69,91 + 0202327 + 0,223 683909 + 0,284 76,3
60 [ 1,50 [ 1,50 | 71,72 + 1,22 [ 24,56 =+ 0,633 1,6 | 38,28 = 4,791 74,7
60 | 1,50 | 5,00 | 70,83 =+ 0,21 | 24,02 + 0,375 3,8|3595 = 2,224 70,2
60 | 5,00 1,50 | 68,85 + 0,42 |22,54 + 0221 9,7| 41,86 = 0,455 81,7
60 | 5,00 | 5,00 | 67,39 + 0,89 22,45 + 0,357 10,1 | 43,59 + 0,974 85,1
90 0,31 3,25 66,84 + 0093|2420 + 0,338 3,1|4252 = 2,382 83,0
90 |3,25|0,31 | 6564 + 0,48 [2213 + 0,168 11,4 | 41,23 + 1,369 80,4
90 |3,25(3,25|66,65 + 1,06|22,42 = 0,388 10,2 | 40,88 =+ 2,008 79,8
90 |3,25|6,19 [59,97 + 0,47 [ 21,22 + 0,311 150 40,13 + 0,89 78,3
90 | 6,19 | 3,25 6529 =+ 0,90 | 21,61 + 0,593 13,4| 41,85 = 0,988 81,7
120 [ 1,50 | 1,50 | 69,41 = 3,11 | 24,66 = 0,707 1,2| 41,88 = 0,172 81,7
120 | 1,50 | 5,00 | 58,15 =+ 2,75 | 21,44 = 0,268 14,1 | 31,08 = 2,512 60,6
120 | 5,00 | 1,50 | 61,05 + 1,63 | 20,50 + 0,783 17,9 | 39,03 = 0,482 76,2
120 | 5,00 | 5,00 | 60,11 + 1,69 | 19,86 = 0,697 20,4 | 38,64 = 1,795 75,4
140 | 3,25 | 3,25 | 56,08 + 1,65 19,32 = 0,755 22,6 | 3577 = 0,959 69,8

Tempo: Duracao do pré-tratamento - 45 min.

A - Temperatura B - Concentracao de NaOH (% w/w) C - Concentracao de H,0, (% w/w)
LK (%) - Lenhina de Klason no RS expressa em % da amostra

TRL - Taxa de remocao de lenhina expressa em % da lenhina presente na amostra

Aclcares (%) - AcUcares no RS em % da amostra

TRA - Taxa de retencao de acgUcares no RS expressa em % dos aclcares presente na
amostra

-117 -



A analise da tabela 3.21 mostra-nos, nos ensaios realizados, uma variacdo no peso seco do
residuo solido compreendida entre um valor minimo de 56,08% e um valor maximo de 71,72%.
A figura 3.27 apresenta a variacdo do peso seco do residuo sélido em funcdo das condicdes

ensaiadas

80
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{em % do peso seco da amostra)

Figura 3.27 - Peso do residuo sdlido resultante dos pré-tratamentos com NaOH e H,0,
(expresso em percentagem do peso da amostra seca)

A - Temperatura B - Concentracao de NaOH (% w/w) C - Concentracao de H,0, (% w/w)

0 valor minimo foi verificado nos ensaios realizados com a temperatura mais elevada e o
valor maximo detectado nos ensaios realizados com temperatura igual a 60°C e com
concentragées de NaOH e H,0, de 1,50%. Na analise da tabela também é evidente a influéncia
que a adicdo de H,0, possui na perda de peso do residuo sélido, por via do aumento de
solubilizacao dos compostos presentes na amostra. Nos ensaios realizados a 90°C com uma
concentracao de NaOH de 3,25% observamos uma reducéo do peso do residuo sélido de 6,87%
(66,84-59,97) quando aumentamos a concentracao de H,0, de 0,31 para 6,19%. Para
temperaturas mais elevadas (120°C) a influéncia da adicao de H,0, na reducdo do peso seco
do residuo sdlido foi particularmente evidente nos ensaios realizados com concentracdes de
NaOH mais baixas (1,50%). Nestes ensaios o aumento da concentracao de H,0, de 1,50 para
5,00% teve como efeito a perda de 11,26% (69,41-59,15) do peso do residuo sdlido. Este facto
sugere que o aumento da concentracao de NaOH pode travar o aumento da solubilizacao dos
compostos presentes na amostra, promovida pelo aumento da carga de H,0, aplicada. Note-se
que nos ensaios realizados a 120°C com uma concentracao de H,0, de 5,00%, quando se
aumentou a concentracao de NaOH de 1,50 para 5,00% verificou-se um aumento do peso seco
do residuo de 60,11% para 61,05%.

0 modelo de estimativa para a variacao do peso do residuo sélido (Tabela 3.22) foi realizado
com base num modelo cibico reduzido devido a introducao de 3 factores clbicos (A’B, A’C e

AB?) tendo em vista o aumento do valor do coeficiente de determinacao (R?).
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Tabela 3.22 - Analise ANOVA para estimativa do peso seco do residuo solido resultante dos

pré-tratamentos com NaOH e H,0,

Soma dos Média dos Valor p-valor
Variavel quadrados Df quadrados F Prob > F
Modelo 659.11 13 50.70 10.52 < 0.0001
A-Temperatura 191.38 1 191.38 39.72 < 0.0001
B-Conc. NaOH 2.42 1 2.42 0.50 0.4867
C-Conc. H,0, 32.15 1 32.15 6.67 0.0178
AB 1.541E-003 1 1.541E-003  3.197E-004 0.9859
AC 24.16 1 24.16 5.01 0.0367
BC 23.73 1 23.73 4.92 0.0382
A? 14.95 1 14.95 3.10 0.0934
B? 1.64 1 1.64 0.34 0.5666
c? 17.52 1 17.52 3.64 0.0710
ABC 29.64 1 29.64 6.15 0.0222
A’B 8.40 1 8.40 1.74 0.2016
AC 0.12 1 0.12 0.025 0.8766
AB? 0.84 1 0.84 0.17 0.6815

R? = 08724 R%justado = 07595

Eq.3.12

Equacido de estimativa do peso do residuo sélido (em % da amostra)
= 4+79,3994 — 0,1682 x A — 1,3077 x B+ 5,3658 x C + 0,0552 X A X B
—0,0562 X AXC —0,9356 X Bx C+0,0017 x A2 —0,2599 x B% — 0,2879
x C2+40,0148 x AX Bx C—0,00071 x A2x B —0,00009 x A? x C
40,0039 x A x B?

Como podemos verificar pela analise da tabela 3.22 o modelo construido encontra-se ajustado
explicando 87,24% da variacao do peso do residuo sélido. O factor mais determinante na
explicacdo do modelo é a temperatura (F,= 39,72).

Através da analise da tabela 3.21 podemos observar que a maior taxa de remocao de lenhina
(TRL) obtida, correspondente a remocdo de 22,6% da lenhina presente na amostra, foi
conseguida nos pré-tratamentos realizados com uma temperatura de 140°C e com
concentracoes de NaOH e H,0, iguais a 3,25%. Sun e colaboradores utilizando madeira de
choupo obtiveram uma TRL de 24,9%, em pré-tratamentos realizados durante 16 horas, a uma
temperatura de 45°C, com uma concentracao de H,0, de 2% e com um pH de 11,6 (Sun et al.,
2007). Estes resultados encontram-se bastante préximos dos obtidos no presente estudo
revelando que o aumento da temperatura, de 45 para 140°C, pode compensar o efeito da
duracdo mais longa dos pré-tratamentos (45 minutos face a 16horas). Outros autores
utilizando espécies arbustivas, Haloxylon ammodendron e Elaeagnus angustifolia, obtiveram
respectivamente TRL iguais a 40,7% e a 41,4%, em pré-tratamentos realizados com uma
temperatura de 45°C, com 2,0% H,0,, com pH de 11.5 e durante 16 horas (Sun et al., 2010).
As taxas de remocdo de lenhina obtidas para material herbaceo em condicdes de pré-

tratamento semelhantes costumam ser superiores. Outros trabalhos revelaram, com palha de
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cevada, TRL de 85,3% em pré-tratamentos efectuados com uma temperatura de 45°C, uma
carga de H,0, de 1,5%, com pH de 12.0 e durante 16 horas (Sun et al., 2002).

Convém realcar que nos pré-tratamentos efectuados a mesma temperatura apenas com NaOH
e com um tempo de residéncia mais elevado obteve-se uma TRL de apenas 13,4%. Tal facto
sugere que a adicao de 3,25% de H,0, promoveu um aumento de 9,2% na TRL obtida. A figura
3.28 apresenta os teores de lenhina de Klason determinada nos residuos sélidos dos pré-
tratamentos com NaOH e H,0,, aos quais juntamos os teores de lenhina de Klason obtida nos

4 ensaios realizados apenas com NaOH com duracao idéntica (40min.).

30

Teor de lenhina no RS
(em % do peso seco da amostra)

3,25/1,50|1,50| 1,50 | 5,00| 5,00 5,00 0,31 3,25 3,25 3,25|6,19|1,50 1,50|1,50|5,00 5,00 5,00 3,25
c |3,25|0,00|1,50|5,00|0,00 1,50 5,00 3,25 0,31 3,25 6,19|3,25 0,00 1,50|5,00|0,00 1,50 5,00 3,25

Figura 3.28 - Teores de lenhina, em % do peso da amostra, determinada nos residuos sélidos
dos pré-tratamentos com NaOH e H,0,

A - Temperatura B - Concentracao de NaOH (% w/w) C - Concentracao de H,0, (% w/w)

Como podemos observar pela analise da figura 4.28 apenas em duas condicoes de ensaio os
teores de lenhina de Klason encontrados nos residuos sélidos foram inferiores a 20% do peso
da amostra (120°C, 5,00% NaOH, 5,00% H,0, e 140°C, 3,25% NaOH, 3,25% H,0,),
correspondendo estes valores a TRL superiores a 20%. A figura 4.28 também nos mostra que o
aumento da concentracao de H,0, promove, com excepcao dos ensaios realizados com uma
temperatura de 90°C, a diminuicao da lenhina presente no residuo sélido.

O tratamento estatistico da estimativa da lenhina presente no residuo solido do pré-
tratamento com NaOH e H,0, foi realizada utilizando o programa Design Expert 7.1. Com base
na analise dos coeficientes de determinacao foi seleccionado o modelo cibico reduzido como
sendo o melhor no ajustamento da equacao de regressao aos valores observados. A tabela
3.23 apresenta a analise ANOVA para os teores de lenhina presente nos residuos sélidos, em %

da amostra.

-120 -



Tabela 3.23 - Analise ANOVA para estimativa dos teores de lenhina presente nos residuos

solidos resultantes de pré-tratamentos com NaOH e H,0,

Soma dos Média dos Valor p-valor
Variavel quadrados Df quadrados F Prob > F
Modelo 75.53 13 5.81 11.39 < 0.0001
A-Temperatura 15.65 1 15.65 30.67 < 0.0001
B-Conc. NaOH 6.69 1 6.69 13.11 0.0017
C-Conc. H,0, 0.83 1 0.83 1.63 0.2170
AB 1.17 1 1.17 2.30 0.1448
AC 2.61 1 2.61 5.11 0.0351
BC 2.29 1 2.29 4.48 0.0470
A 1.63 1 1.63 3.19 0.0891
B? 2.04 1 2.04 3.99 0.0595
c? 0.42 1 0.42 0.82 0.3768
ABC 1.13 1 1.13 2.22 0.1515
A’B 1.05 1 1.05 2.05 0.1673
AC 0.56 1 0.56 1.10 0.3063
AB? 0.55 1 0.55 1.08 0.3108
R = 0,8810 R%justado = 0,8036

Eq.3.13:Equagido de estimativa do teor de lenhina presente no residuo sélido (em % amostra)
= +29,3051 - 0,1358 X A—0,3739 x B— 10,2257 X C +0,0105 X AxB+0,0162x A X C

—0,1374 x B x C+ 0,0011 x A%> — 0,1845 x B?> — 0,0444 X C?> + 0,0029 x A X B
x C —0,00025 X A> x B —0,00018 x A%> x C + 0,0031 X A X B?

Como podemos observar pela analise da tabela o modelo construido é significativo

conseguindo explicar 88,10% da variacao nos teores de lenhina encontrados no residuo solido.

Os teores de lenhina encontrados no residuo sélido sao principalmente influenciados pelo
factor temperatura. A figura 3.29 apresenta o efeito da temperatura (a), da concentracao de

NaOH (b) e da concentracao de H,0, (c) nos teores de lenhina presente no RS, com as

restantes condicoes constantes
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(a) (b)

Teores de lenhina no RS
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Figura 3.29 - Efeito da temperatura (a), da concentracao de NaOH (b) e da concentracao de
H,0, (c) nos teores de lenhina presente no RS, em % da amostra, com as restantes
condicdes constantes:

(@) B=3,25%e C =3,25%; (b) A=90°C e C = 3,25%; (c) A=90°C e B = 3,25%

A observacdo da figura 3.29 permite-nos observar que o aumento da temperatura nos pré-
tratamentos, mantendo a concentracao dos reagentes em 3,25%, possui como efeito uma
diminuicdo da lenhina presente no residuo soélido. Assim, um aumento de 60°C no valor da
temperatura (60°C para 120°C) provoca uma diminuicdo em torno dos 2% (23% para 21%) no
teor de lenhina presente no residuo sélido. O efeito da concentracdo de hidréxido de sodio
ainda foi de menor intensidade provocando o aumento da concentracao de NaOH de 1,50%
para 5,00% uma diminuicao em torno de 1% no teor de lenhina. O efeito do aumento da
concentracao de NaOH parece estabilizar para concentracées mais elevadas de NaOH. O
aumento da concentracao de H,0,, para valores de temperatura de 90°C e concentracoes de
NaOH de 3,25%, possui um efeito diminuto na variacdao dos teores de lenhina presente no
residuo solido, no entanto, esta reduzida influéncia do H,0, nos teores de lenhina é

contrariada quando se realiza uma analise de maior amplitude em termos de concentracdo de
NaOH (Figura 3.30).
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A figura 3.30 pretende mostrar a influéncia da adicao de perdxido de hidrogénio na variacao
dos teores de lenhina encontrados no residuo solido.

Temperatura = 60.00

Temperatura = 120.00

Teores de lenhina
(em % da amostra)
Teores de lenhina
(em % da amostra)

/~/202 (}g) : ~ 713 ‘\\ao\,\ \%\

#, 41 113 - %
202 (%) 500 500 }\30\’\ \/‘

Figura 3.30 - Influéncia da adicao de perdxido de hidrogénio na variacao dos teores de lenhina

no residuo soélido

A figura 3.30 permite-nos observar que a baixas temperaturas (60°C) a adicao de H,0, parece
nao possuir qualquer influéncia nos teores de lenhina remanescente no residuo soélido. A
reducao da lenhina, para este valor de temperatura, encontra-se dependente apenas do
aumento de concentracao de NaOH. No entanto, quando analisamos o mesmo efeito a uma
temperatura superior vemos claramente um efeito gerado pela adicao de H,0,, que se revela
crescente a medida que se diminui a concentracao de NaOH. Com uma concentragdo de NaOH
de 5,00% verifica-se que os acréscimos de concentracdo de H,0, influenciam de forma
diminuta a reducdo do teor de lenhina, contudo para concentracdées de NaOH de 1,50%
observamos uma clara reducao nos teores de lenhina no residuo sélido face a aumentos da

concentracao de H,0,.
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A figura 3.31 apresenta as TRA determinadas nos residuos solidos dos pré-tratamentos com
NaOH e H,0,, aos quais juntamos as TRA obtidas nos 4 ensaios realizados apenas com NaOH e
com duracao idéntica (40min.).
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35
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25
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Teor de aguacres no RS
(em % do peso seco da amostra)

15
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C 3,25 /000 1,50 |5,00|0,00| 1,50 5,00|3,25|0,31 3,256,149 | 3,25 0,00 | 1,50 | 5,00 | 0,00 | 1,50 | 5,00 | 3,25

Figura 3.31 - TRA determinadas nos residuos solidos nos residuos solidos dos pré-tratamentos
com NaOH e H,0,

A - Temperatura B - Concentracao de NaOH (% w/w) C - Concentracao de H,0;, (% w/w)

A evolucédo da taxa de retencdo de aclcares (TRA) no residuo solido, segundo a leitura da
figura 3.31, apresentou dois comportamentos distintos face a aumentos das concentracoes de
H,0,. Nos ensaios realizados com concentracdes de NaOH iguais a 1,50% os aumentos da
concentracao de H,0, provocaram uma diminuicdo da TRA no residuo sélido verificando-se tal
ocorréncia quer nos ensaios realizados a 60°C quer nos ensaios realizados a 120°C. Nos ensaios
realizados a 60°C o aumento da concentracao de H,0, de 0,00% para 5,00% tem como
consequéncia uma diminuicdo da TRA de 4,97% (40,92-35,95). Nos ensaios realizados a 120°C
0 mesmo aumento da concentracao de H,0, provoca um a diminuicao da TRA de 7,11% (38,19-
31,08). Pelo contrario para concentracées de NaOH iguais a 5,00%, os aumentos das
concentragées de H,0, provocaram um acréscimo das TRA no residuo solido. Nos ensaios
realizados a 60°C o aumento da concentracao de H,0, de 0,00 para 5,00% provoca um
aumento de 5,25% (43,59-38,34). Nos ensaios realizados a 120°C o acréscimo induzido pelo
aumento das concentracdes de H,0, de 0,00 para 5,00% foi menor, tendo sido detectado um
aumento da TRA de apenas 0,75% (38,64.37,89). A tabela 3.24 apresenta a seguir os teores de
glucose, xilose e arabinose presentes no residuo solido resultante dos pré-tratamentos com
NaOH e H,0,
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Tabela 3.24 - Teores de glucose, xilose e arabinose presentes no residuo solido resultante dos

pré-tratamentos com NaOH e H,0,

A B C Glucose' R.G. Xilose' R.X. | Arabinose’ R.A.
40 |3,25| 3,25 | 24,52 + 0,24 73,0({10,30 + 0,05 78,5 [4,28 + 0,57 941
60 |1,50| 1,50 | 24,65 + 3,06 73,4|10,10 + 1,27 77,0 (3,53 + 0,45 77,7
60 |1,50| 5,00 |23,04 + 1,43 68,6 | 9,61 =+ 0,62 73,3 (3,30 + 0,18 72,6
60 |5,00| 1,50 |26,66 + 0,30 79,4 10,90 + 0,19 83,2 (4,30 + 0,34 94,5
60 |5,00| 5,00 |28,69 + 0,76 85,4 |11,16 + 0,07 85,1 (3,75 + 0,15 82,4
90 |0,31| 3,25 |28,60 + 1,43 85,2 (11,34 + 0,47 86,5 (2,58 + 0,48 56,7
90 |3,25| 0,31 |26,85 + 1,51 79,9 10,81 + 0,13 82,5 3,56 + 0,27 78,3
90 |3,25| 3,25 | 26,48 + 1,69 78,8 10,90 + 0,37 83,1 (3,51 + 0,23 77,0
90 |3,25| 6,19 | 26,61 + 0,59 79,2 (10,91 + 0,17 83,2 (2,61 + 0,13 57,4
90 |6,19| 3,25 | 26,52 + 0,63 78,9 | 11,01 + 0,43 84,0 (4,32 + 0,07 94,9
120 |1,50| 1,50 |27,23 + 0,46 81,1 11,32 + 0,16 86,3 |3,33 = 0,13 73,2
120 |1,50| 5,00 | 20,77 + 1,69 61,8 | 8,88 =+ 0,75 67,7 (1,43 + 0,08 31,4
120 |5,00| 1,50 |25,09 + 0,05 74,7 10,64 + 0,17 81,2 |3,30 + 0,26 72,5
120 |5,00| 5,00 |25,52 + 1,20 76,0 10,80 + 0,65 82,3 [2,32 + 0,06 51,1
140 |3,25| 3,25 | 23,63 + 0,23 70,410,177 + 0,36 77,6 | 1,97 + 0,37 43,2
A - Temperatura B - Concentracao de NaOH (% w/w) C - Concentracao de H,0, (% w/w)

1 - Teores expressos em % da amostra
R.G. - Taxa de retencao de glucose no RS expressa em % da glucose na amostra
R.X. - Taxa de retencao de xilose no RS expressa em % da xilose na amostra

R.A. - Taxa de retencao de arabinose no RS expressa em % da arabinose na amostra

A tabela 4.23 mostra-nos que nos pré-tratamentos efectuados com NaOH e H,0, a fraccao
solida dos pré-tratamentos consegue reter entre 60,7 e 84,0% da glucose, entre 66,5 e 85% da
xilose e entre 31,0 e 93,4% da arabinose. A maior taxa de solubilizacdao de acucares foi
verificada nos pré-tratamentos realizados a 120°C, nos quais a concentracdao de H,0, (5,00%)
foi muito superior a concentracdo do NaOH (1,50%). Nestas condicoes solubiliza-se 38,2% de
glucose, 32,3% da xilose e 68,6% da arabinose. A figura 3.32 apresenta a evolucao das taxas
de retencao de glucose, xilose e arabinose em funcao da variacao da concentracao de H,0,

aplicada.
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50 60 80 60 60 90 90 120 120 120 120
B 1,5 1,5 5 5 3,25 3,25 1,5 1,5 5 5
0,0-1,5|1,5-50|00-1,5|1,5-50{00-1,5|1,5-50/00-1,5|1,5-50]00-1,5|1,5-5,0
BER.G.| -6,0 -4,8 6,0 6,0 -1,1 0,4 5,9 -19,3 0,8 1,3
= R.X. -9,9 -3,7 3,7 1,9 0,7 0,1 10,6 -18,6 4,5 1,1
OR.A. | -1,0 -5,1 22,4 -12,1 -1,3 -19,7 6,6 -41,8 5,5 -21,4

Figura 3.32 - Evolucao das taxas de retencao de glucose, xilose e arabinose em funcao da
variacao da concentracao de H,0, aplicada

A - Temperatura B - Concentracao de NaOH (% w/w) C - Concentracao de H,0;, (% w/w)

A figura 3.32 pretende analisar o efeito que o aumento da concentracao de H,0, provocou nas
taxas de retencao dos trés aclcares analisados.

Nos pré-tratamentos efectuados a 60°C com uma concentracao de NaOH de 1,50% o aumento
da concentracao de H,0, de 0,0 para 1,5% e de 1,5 para 5,0% provocou uma diminuicao nas
taxas de retencao de todos os aclcares, tendo sido verificada uma diminuicdo mais evidente
na taxa de retencao da arabinose quando se aumentou a concentracdo de H,0, de 1,5 para
5,0%. Este aumento de concentracdo de H,0, provocou uma diminuicao das taxas de retencao
da arabinose também nas restantes classes de temperatura e concentracao de NaOH.

Nos pré-tratamentos realizados com uma temperatura de 120°C e com uma concentracao de
NaOH de 1,5%, o aumento da adicdo de H,0, possui dois comportamentos distintos. Até 1,5%,
os aumentos da concentracdo de H,0, favorecem a fixacdo da glucose e xilose no residuo
solido. A partir de 1,5%, o aumento da concentracao de H,0, de 1,5 para 5,0% conduz a uma
perda muito significativa nas taxas de retencdo de todos os aclcares registando-se uma
diminuicdo no residuo sélido de 19,3% no teor de glucose, de 18,6% no teor de xilose e de
41,8% no teor de arabinose.

Quando se aumentou a concentracao de NaOH para 5,0% verificou-se, nos pré-tratamentos
realizados a 60°C, uma inversao na evolucdo das taxas de retencao da glucose e xilose
passando estas a aumentar face a aumentos da concentracao de H,0,. Este aumento das taxas
de retencdo de glucose e xilose, também foi verificado nos pré-tratamentos realizados com
uma temperatura de 120°C, no entanto com menor intensidade.

Nos pré-tratamentos realizados com uma temperatura de 90°C e uma concentracao de NaOH
de 3,25% nao se observaram variacdes consideraveis nas taxas de retencao da glucose e da
xilose face a aumentos da concentracao de H,0,.

Na bibliografia consultada a maioria dos autores quantifica os aclcares sob a forma de

hemiceluloses totais. Dessa forma nao é possivel comparar directamente as taxas de
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solubilizacdo dos acucares individualmente com a constante na literatura. No entanto refira-
se que se obtiveram taxas de solubilizacdo de hemiceluloses em pré-tratamentos com
material herbaceo de 87,3% para caules de milho, 85,7% para palha de trigo (Sun et al.,
2007), 85,3% para palha de cevada (Sun et al., 2002), 71,9% para palha de centeio (Fang et
al., 2000). Ja para material arbustivo outros autores obtiveram taxas de solubilizacdo de
hemiceluloses de 24,7% e 27,4%, respectivamente para Haloxylon ammodendron e Elaeagnus
angustifolia (Sun et al., 2010). Também Geng e colaboradores determinaram taxas de
solubilizacao de hemiceluloses semelhantes para material arbustivo tendo obtido valores de
solubilizacao de 26,2% e 26,5% das hemiceluloses presentes em Caligonum monogoliacum e
Tamarix spp respectivamente (Geng et al., 2003). Em pré-tratamentos realizados com
madeira de choupo, Sun e outros investigadores determinaram taxas de solubilizacao de
hemiceluloses de 49,5% (Sun et al., 2007).

Na modelacao estatistica realizada nao se conseguiu construir um modelo significativo para a
estimativa do teor de glucose e xilose no residuo soélido. Desta forma, ndo foi possivel
estabelecer uma relacao entre a variacao dos factores (Temperatura, NaOH, H,0,) e os teores
de glucose e xilose encontrados.

O teor de arabinose retida no residuo sélido apos pré-tratamento foi modelado com base num

modelo clbico reduzido apresentando-se na tabela 3.25 a analise da sua variancia.

Tabela 3.25 - Analise ANOVA para estimativa dos teores de arabinose presente nos residuos

solidos resultantes de pré-tratamentos com NaOH e H,0,

Soma dos Média dos Valor p-valor
Variavel quadrados Df Quadrados F Prob > F
Modelo 21.10 12 1.76 12.60 < 0.0001
A-Temperatura 10.30 1 10.30 73.85 < 0.0001
B-Conc. NaOH 3.03 1 3.03 21.70 0.0001
C-Conc. H,0, 0.90 1 0.90 6.49 0.0188
AB 0.030 1 0.030 0.22 0.6467
AC 1.09 1 1.09 7.83 0.0108
BC 0.093 1 0.093 0.67 0.4237
A? 0.47 1 0.47 3.39 0.0800
B* 0.020 1 0.020 0.14 0.7115
c? 0.56 1 0.56 4.03 0.0578
ABC 0.39 1 0.39 2.78 0.1105
A’B 0.44 1 0.44 3.17 0.0893
A'C 0.20 1 0.20 1.45 0.2426
R” = 0,8781 R%justado = 0,8084

Eq.3.14 Equagio de estimativa do teor de arabinose presente no residuo sélido (em % amostra)
= +7,1585 - 10,1156 x A — 0,4824 x B+ 0,1386 X C + 0,0232 X AX B + 0,0095 X A x C
—0,1275 x B x C + 0,0007 x A% — 0,0096 X B? — 0,0515 X C? +
40,0017 x AX B x C —0,00016 X A> x B —0,00011 X A*> X C
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A analise da tabela 3.25 permite observar que o modelo é significativo permitindo a variacao
dos factores utilizados explicar 87,81% da variacao dos teores de arabinose encontrada nos
residuos solidos. O efeito linear da temperatura (F, = 73,85) apresenta-se como o factor mais
determinante na variacao da retencdo de lenhina no residuo sélido seguido da concentracdo
de NaOH (Fg = 21,70). Relativamente a adicdo de H,0, a maior influéncia deste reagente nos
teores de arabinose encontrados deve-se mais ao efeito conjugado que o H,0, possui com a
temperatura (Fac = 7,83) do que a sua accao individual (F¢ = 6,49). A figura 3.33 apresenta a
influéncia individual dos factores temperatura, concentracdo de NaOH e concentracdo de
H,0, nos teores de arabinose presente no residuo solido.
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Figura 3.33 - Efeito da temperatura (a), da concentracao de NaOH (b) e da concentracao de
H,0, (c) e (d) nos teores de arabinose presente no residuo sélido, em % da amostra,
com as restantes condicoes constantes:

(a)B =3,25% e C = 3,25%; (b) A=90°C e C = 3,25%; (c) A =90°C e B = 3,25%;

Como podemos observar pela leitura da figura 3.33 o aumento da temperatura e da
concentracao de H,0, provocam uma reducdao do teor de arabinose presente no residuo
solido. O aumento da H,0, parece ser mais expressivo na reducao dos teores de arabinose no

residuo sélido em especial a partir de concentragcdes acima de 3.25%. Curiosamente, segundo
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o modelo construido o aumento da carga de NaOH parece provocar um aumento da retencdo
da arabinose no residuo sdlido impedindo a sua solubilizacao.
A figura 3.34 apresenta o efeito da conjugacao entre a temperatura e a concentracao de H,0,

nos teores de arabinose retida no residuo sélido mantendo a concentracdao de NaOH igual a
1,50%.
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Figura 3.34 - Efeito da conjugacao entre a temperatura e a concentracao de H,0, nos teores

de arabinose retida no residuo sélido para concentragées de NaOH iguais a 1,50% e 5,00%

A figura 3.34 mostra-nos que a reducao nos teores de arabinose do residuo solido diminui
consideravelmente nos pré-tratamentos realizados com temperatura acima dos 90°C, com
altas concentracdes de H,0, (>3,25%) e baixas concentracdées de NaOH (1,50%). Na figura
4.32a) podemos observar, mantendo a carga de NaOH em 1,50%, uma diminuicdo acentuada
no teor de arabinose quando a 120°C elevamos a concentracao de H,0, de 1,50% para 5,00%.
Pelo contrario, na figura 4.32b), com uma concentracao de NaOH de 5,00%, verificamos que o
mesmo aumento na concentracdo de H,0, a mesma temperatura (120°C) provoca apenas uma
ténue reducao no teor de arabinose no residuo solido.
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3.4.3 - Consideracdes finais sobre o pré-tratamento com hidréxido de

sodio e peroxido de hidrogénio

1 - Da analise da lenhina no hidrolisado resultante dos pré-tratamentos modelados
estatisticamente com hidréxido de sodio e peroxido de hidrogénio (LHa.p) resultou um modelo
significativo, com um coeficiente de determinacao para a equacao de regressao estimada de
0,9809. Segundo a analise de variancia do modelo, os factores mais significativos na
solubilizacdo da lenhina foram a concentracdo de hidroxido de sodio, a temperatura e a
conjugacdo do efeito da temperatura com a concentracdo de peroxido de hidrogénio. Tal
como no pré-tratamento com hidroxido de sodio suspeitamos de um sobre estimativa dos

teores de lenhina determinada pelas mesmas razées enunciadas anteriormente

2 - Nao se conseguiram traduzir de forma estatisticamente significativa os teores de glucose e
xilose presentes no residuo sélido em funcdo da variacao dos factores utilizados.

Foram encontrados modelos significativos para a variacdo do peso do residuo sélido, da
lenhina e da arabinose. As equacdes de regressao estimadas apresentaram respectivamente
para cada uma destas variaveis valores de R* de 0,8724 (RS), 0,8810 (lenhina) e 0,8781
(arabinose).

A temperatura foi considerada o factor mais significativo na variacao do valor daquelas
variaveis tendo sido também considerado significativo, no caso da lenhina e da arabinose, a

carga de hidroxido de sodio utilizada nos pré-tratamentos.

3 - A adicdo de perdxido aumenta as taxas de remocao de lenhina mas também aumenta a
solubilizacdo dos acUcares, contudo neste Ultimo ponto o efeito ndo é uniforme. Assim foi
verificado que para concentra¢des baixas de NaOH (1,50%) o aumento de H,0, diminuiu a taxa
de retencao de acuUcares no residuo solido, no entanto, para concentracoes mais elevadas de
NaOH (5,00%) foi verificado um efeito oposto, aumentando a retencao de aglcares no residuo
solido, especialmente da glucose e da xilose, com o aumento da carga de H,0,. Este aumento

foi mais consideravel com a aplicacao de temperaturas mais baixas.

3 - Obteve-se uma taxa maxima de remocado de lenhina de 22,6% nos pré-tratamentos
realizados com uma temperatura de 140°C e com concentracdes de NaOH e de H,0, de 3,25%.
Nestas condicbes o residuo solido reteve 70,4% da glucose, 77,6% da xilose e 43,2% da

arabinose relativamente as quantidades destes aclcares presentes na amostra.
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3.5 - Pré-tratamento com amoniaco por imersao

A realizacdo de pré-tratamentos com amoniaco pode ser realizada por imersao em solucao
(Soaked Aqueous Ammonia -SAA)(Li e Kim, 2011; Pryor et al., 2012; Rollin et al., 2011; Yoo et
al., 2011), por percolacao do reagente a altas temperaturas (Ammonia Recycle Percolation -
ARP)(Kim e Lee, 2005) e por explosao (Ammonia Fiber Explosion - AFEX) (Bals et al., 2011; Jin
et al., 2012; Lau et al., 2008).

O pré-tratamento com amoniaco por imersao provoca a quebra das ligacoes C-0-C da lenhina,
bem como a quebra das ligacoes éter e éster no complexo formado entre a lenhina e os
hidratos de carbono (Lignin-Carbohydrate Complex - LCC) (Kim, 2004).

3.5.1 - Lenhina no Hidrolisado de NH3 (LHyn3)
O tratamento estatistico da lenhina presente no hidrolisado resultante de pré-tratamento
com amoniaco (LHnH3) revelou, para um modelo cubico reduzido, um R* de 0,8003

considerando como Unico factor significativo a concentracao de NHs;, com um p-valor inferior

a 0,0001. O valor de R encontrado revela uma baixa relacdo entre a variacdo dos factores
considerados e variacao de LHyn3 nao se efectuando por isso qualquer leitura do modelo

estatistico construido. A tabela 3.26 apresenta, nas 15 condicoes de pré-tratamento testadas,

as taxas de LHyy3 observadas.

Tabela 3.26 - Taxas de LHyy3 observadas, expressas em percentagem da amostra

Temperatura Tempo NH; LHyh3

(°C) (horas) (% w/w) (%)

50,0 4,50 8,00 17,61+ 0,05
56,5 1,91 2,83 22,19 <+ 0,07
56,5 1,91 13,17 29,97 + 2,71
56,5 7,09 2,83 22,61 + 1,26
56,5 7,09 13,17 28,74 + 0,46
75,0 1,00 8,00 20,57 + 0,16
75,0 4,50 1,00 13,47 =+ 0,03
75,0 4,50 8,00 23,24 + 1,57
75,0 4,50 15,00 25,02 + 0,46
75,0 8,00 8,00 21,15 + 0,23
93,5 1,91 2,83 17,41 = 1,27
93,5 1,91 13,17 27,60 + 2,18
93,5 7,09 2,83 17,14 + 0,38
93,5 7,09 13,17 25,97 <+ 0,09
100,0 4,50 8,00 23,61 + 0,60

A tabela 3.26 mostra-nos uma clara relacao entre os teores de LHyy; € a concentracao de NH;
utilizada nos ensaios. Como podemos observar pela observacao da tabela, as taxas de LHyy3

mais elevadas, superiores a 25%, foram obtidas com concentracées de NH; de 13,17%,
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independentemente dos valores de temperatura e de tempo utilizados. A variacao destes dois
factores parece nao ter qualquer relacao com as taxas de LHyy; verificadas.

Tal como na analise do hidrolisado dos pré-tratamentos anteriores, os valores de LHyu;
poderao estar sobrestimados devido a contabilizacdo como lenhina no hidrolisado, de
produtos resultantes da condensacao de extractaveis e de aclcares presentes em complexos

formados com a lenhina.

3.5.2 - Constituicao do residuo sélido

A tabela 3.27 apresenta a constituicao do residuo sdlido resultante dos pré-tratamentos com
NHs. Nos ensaios realizados verificou-se uma variacao do residuo solido resultante dos pré-
tratamentos entre 56,03% (93,5°C, 7,09h, 13,17% NH;) e 70,08% (56,5°C, 1,91h, 2,83% NHs).
Como seria de esperar o aumento da severidade dos pré-tratamentos conduz a uma maior
solubilizacdo dos compostos presentes na amostra diminuindo por essa via o peso do residuo

solido remanescente.

Tabela 3.27 - Constituicao do residuo sélido (RS) resultante do pré-tratamento com NH;

A B C RS (%) LK (%) TRL | Acucares (%) TRA
50,0 | 4,50 | 8,00 | 69,23 + 0,55|21,26 + 0,14 14,8 | 40,82 + 0,61 79,6
56,5 | 1,91 | 2,83 | 70,08 + 0,47 |2519 + 0,46 0,0 38,83 + 0,18 75,8
56,5 | 1,91 | 13,17 | 67,23 + 0,07 | 2391 =+ 0,11 4,2 (37,33 + 1,28 72,8
56,5 |7,09| 2,83 | 68,84 + 0,52 23,38 + 0,51 6,3 38,85 + 0,66 75,8
56,5 | 7,09 | 13,17 | 64,89 + 0,82|22,22 + 0,30 11,0 36,83 + 0,18 71,9
75,0 | 4,50 | 1,00 | 67,96 + 0,48 | 24,34 + 0,07 2,5 38,30 + 0,48 74,7
75,0 | 1,00 | 8,00 | 65,45 + 0,37 |21,58 =+ 0,03 13,6 | 38,58 + 0,50 75,3
75,0 | 4,50 | 8,00 | 63,69 + 1,15 |21,64 =+ 0,88 13,337,056 + 1,74 72,3
75,0 | 4,50 | 15,00 | 64,00 + 0,59 | 21,14 =+ 0,04 153 (37,95 + 1,98 74,0
75,0 | 8,00 | 8,00 | 61,56 =+ 0,18 20,11 =+ 0,15 19,4 (36,86 + 2,71 71,9
93,5 | 1,91 | 2,83 | 64,26 + 0,14 |22,13 =+ 0,09 11,437,588 + 0,53 73,3
93,5 | 1,91 | 13,17 | 57,89 + 0,64 |20,69 =+ 0,75 17,1 37,79 + 0,20 73,7
93,5 | 7,09 | 2,83 | 61,79 + 0,81|21,88 + 0,65 12,3 36,27 + 1,73 70,8
93,5 | 7,09 | 13,17 | 56,03 + 0,81 |18,02 =+ 0,27 27,8 33,71 + 0,32 65,8
100,0 | 4,50 | 8,00 | 57,81 =+ 0,16 | 18,44 + 0,46 26,1 |35,26 + 0,63 68,8

A - Temperatura (°C) B - Tempo (h) C - Concentracao de NH; (% w/w)

LK (%) - Lenhina de Klason no RS expressa em % da amostra
TRL - Taxa de remocao de lenhina expressa em % da lenhina presente na amostra
Acucares (%) - AcUcares no RS em % da amostra

TRA - Taxa de retencao de aclcares no RS expressa em % dos aclicares presente na amostra
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Na tabela 3.28 apresenta-se a analise de variancia para estimativa do peso seco do residuo
solido expresso em percentagem do peso seco da amostra construida com base num modelo

quadratico modificado.

Tabela 3.28 - Analise ANOVA para estimativa do peso seco do residuo sélido resultante de pré-

tratamento com NH;

Soma dos Média dos Valor p-valor
Variavel quadrados Df quadrados F Prob > F
Modelo 532.04 13 40.93 45.23 < 0.0001
A-Temperatura 130.47 1 130.47 144.19 < 0.0001
B-Tempo 15.06 1 15.06 16.65 0.0006
C-NH; 15.71 1 15.71 17.36 0.0005
AB 0.15 1 0.15 0.16 0.6909
AC 7.08 1 7.08 7.83 0.0111
BC 0.058 1 0.058 0.064 0.8024
A* 2.34 1 2.34 2.59 0.1232
B* 2.43 1 2.43 2.69 0.1168
c* 11.50 1 11.50 12.71 0.0019
ABC 0.74 1 0.74 0.81 0.3774
A’B 1.00 1 1.00 1.11 0.3046
A‘C 4.08 1 4.08 4.51 0.0464
AB* 0.57 1 0.57 0.63 0.4367
R = 0,9671 R%justado = 0,9457

Eq.3.15 Equacdo de estimativa do peso seco do residuo s6lido (em % do peso seco da amostra)
= +78,5263 — 0,1642 X A+ 5,4141 x B—2,8721 X C — 0,1094 X A X B+ 0,0657 X A X C
—0,0696 X B x C+ 0,0006 X A2 — 0,2680 x B? + 0,0346 X C? +
40,0009 X A X B X C + 0,0005 x A2 x B — 0,0005 x A% X C + 0,0027 X A X B2

A analise da variancia, através da leitura da tabela 3.28, mostra que o modelo é
estatisticamente valido possuindo um p-valor < 0,0001, encontrando-se por isso ajustado. O
modelo construido consegue explicar 96,71% da variacdo do peso seco do residuo solido.
Analisando o valor de F, verificamos que os efeitos lineares da temperatura (F, = 144,19)
foram os que se revelaram mais importantes na variacao da resposta. A variacao do peso seco
do residuo solido encontra-se ainda influenciada, em menor escala, pela concentracao de NH;
(Fc = 17,36 e F = 12,71), pelo tempo de duracdo dos pré-tratamentos (Fg = 16,65) e pela
interaccao entre a temperatura e a concentracao de NH; (Fac = 7,83). A figura 3.35 apresenta
a influéncia individual da temperatura, tempo e concentracdo de NH; na variacdo do peso

seco do residuo solido.
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Figura 3.35 - Efeito da temperatura (a), do tempo (b) e da concentracao de NH; (c) e (d)
no peso seco residuo sélido, com as restantes condicdes constantes:
(@) B=4,5h e C =8,00%; (b) A=75°CeC =8,00%;
(c) A=75°CeB-=4,5h; (d) A=93,5°C e B =4,5h

A figura 3.35 mostra-nos a temperatura como o factor mais determinante na diminuicao do
peso seco do residuo solido. O aumento do tempo e da concentracdo de NH3 também
influenciam a perda de peso do residuo sélido mas de uma forma mais gradual.

Na figura 3.35 (c) podemos observar que, para temperaturas de 75°C, os acréscimos de
concentracao de NH; acima de 10,59% parecem nao provocar diminuicdes no peso do residuo
solido, ficando este estabilizado acima dos 63%. Contudo, se aumentarmos a temperatura
para 93,5°C, fig. 3.35 (d), verificamos o desaparecimento da estabilizacao da solubilizacao
para concentracoes de NH; acima de 10,59%. A forma parabélica da curva na figura 3.35 (d)
sugere-nos que essa estabilizacdo devera ocorrer para valores de concentracdo de NH; mais
elevados. Assim, podemos concluir que o aumento da temperatura permite o prolongamento

da accdo de solubilizacdo, dos compostos presentes no residuo sélido, para valores mais
elevados de concentracao de NHs.
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De acordo com a tabela 3.27 as maiores TRL foram verificadas nos pré-tratamentos realizados
com temperatura, tempos de duracao e concentracao de NH; mais elevadas (TRL = 27,8 -
93,5°C, 7,09h, 13,17% NH; e TRL = 26,1 - 100,0°C, 4,50h, 8,00% NH;). Nestas condicdes de
maior severidade também se encontram associadas as menores TRA no residuo solido com
valores iguais a 33,71% e a 35,26%, respectivamente.

Na tabela 3.29 apresenta-se a analise de variancia para estimativa da lenhina presente no
residuo sélido, construida com base num modelo quadratico modificado através da introducao

no modelo quadratico dos factores ABC e A’B.

Tabela 3.29 - Analise ANOVA para estimativa dos teores de lenhina presente no residuo sélido

resultante de pré-tratamento com NH;

Soma dos Média dos Valor p-valor
Variavel quadrados Df quadrados F Prob > F
Modelo 104.71 11 9.52 13.04 < 0.0001
A-Temperatura 42.75 1 42.75 58.55 < 0.0001
B-Tempo 0.68 1 0.68 0.93 0.3462
C-NH; 17.84 1 17.84 24.43 < 0.0001
AB 0.086 1 0.086 0.12 0.7353
AC 2.04 1 2.04 2.80 0.1084
BC 1.35 1 1.35 1.84 0.1883
A? 6.22 1 6.22 8.52 0.0080
B 0.018 1 0.018 0.025 0.8760
c? 21.82 1 21.82 29.88 < 0.0001
ABC 1.62 1 1.62 2.22 0.1508
A’B 1.25 1 1.25 1.71 0.2048
R* = 0,8670 R%justado = 0,8005

Eq.3.16 Equagio de estimativa da lenhina no residuo sélido (em % do peso seco da amostra)
= +35,9687 — 0,1782 X A — 4,0538 x B— 10,9878 x C + 0,0964 X A X B+ 0,0020 x A X C
40,0748 x B x C + 0,0005 x A? + 0,0055 X B? + 0,0477 X C* +
—0,0013 X AX B X C — 0,0006 x A> X B

A analise de variancia mostra-nos que o modelo para estimativa da lenhina no residuo sélido é
estatisticamente valido conseguindo os factores utilizados explicar 86,7% da variacao desta
componente. A temperatura e a concentracao de NH; sao factores considerados significativos
na explicacao do modelo, quer em termos lineares (F, = 58,55 e Fc = 17,84), quer pelo
quadrado do seu valor (F,. = 8,52 e F=21,82). No modelo construido o factor tempo parece
nao influenciar os teores de lenhina presente no residuo solido. A figura 3.36 apresenta a
influéncia individual da temperatura, tempo e concentracao de NH; na variacdo de lenhina

presente no residuo sélido.
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Figura 3.36 - Efeito da temperatura (a), do tempo (b) e da concentracao de NH; (c)
no teor de lenhina presente no residuo solido, com as restantes condi¢des constantes:
(@) B=4,5h e C =8,00%; (b) A=75°CeC =8,00%; (c) A=75°C eB =4,5h;

Segundo a observacao da figura 3.36 a diminuicdo da lenhina no residuo sélido é afectada
principalmente pela temperatura e pela concentracao de NHs. Estes dois factores parecem no
entanto influenciar a reducao de lenhina de forma distinta. Enquanto a temperatura provoca
diminuicées da LK cada vez maiores a medida que o seu valor aumenta, o aumento
concentracao de NH; tende a deixar de provocar reducdées na lenhina a partir de uma
concentracao proxima dos 8,00%. O aumento do tempo de duracdo dos pré-tratamentos
provoca apenas uma reducao ligeira nos teores de lenhina. A figura 3.37 mostra os teores de

lenhina e de agUcares presentes no residuo solido dos pré-tratamentos com amoniaco.
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dos pré-tratamentos com NHs, expressos em % da amostra

A - Temperatura (°C), B - Tempo (min.), C - Concentracao de NHs (% w/w)

A figura 3.37 mostra-nos nos pré-tratamentos realizados a 56,5°C que o teor de lenhina no
residuo sélido decresce quando se aumenta a concentracdo de NH; ou o tempo de duragéo do
pré-tratamento. Com uma temperatura de 56,5°C a diminuicdo da lenhina no residuo sélido
induzida pelo aumento da duragdo do pré-tratamento de 1,91h para 7,09h foi de 1,81%
(23,38-25,19) para uma concentracao de NH; de 2,83% e de 1,69% (22,22-23,91) para uma
concentracado de NH; de 13,17%. Nestas condicdes o aumento do tempo manteve
praticamente inalterada a taxa de retencao de acucares no residuo solido. Nesta classe de
temperatura, o aumento da concentracao do reagente mantendo o tempo de duracao dos pré-
tratamentos constante possui um efeito distinto na TRA. Assim, quando se aumentam as
concentracdes de NH; de 2,83% para 13,17% verifica-se, quer nos pré-tratamentos realizados
durante 1,91h quer nos realizados durante 7,09h, uma reducao nos teores de lenhina e dos
aclcares presentes no residuo solido. Ao contrario do aumento do tempo, o aumento da
concentracao de NH; provocou uma perda de acgucares retidos no residuo solido. Estes factos
sugerem que nos pré-tratamentos realizados a baixa temperatura sera possivel aumentar as
TRL sem prejudicar os teores de acglcares retidos no residuo solido através do aumento da
duracao dos pré-tratamentos.

Para temperaturas mais elevadas (93,5°C) a accao da duracao do pré-tratamento parece estar
associada a concentracdo do reagente. O aumento da duracdo do tempo dos pré-tratamentos
de 1,91h para 7,09h provocou uma diminuicdo do teor de lenhina no residuo sélido de 0,25%
(21,88-22,13) e de 2,67% (18,02-20,69) nos pré-tratamentos realizados respectivamente com
concentracbes de NH; iguais a 2,83% e a 13,17%. A capacidade de retencao de aclcares com
esta temperatura foi afectada quer pelo tempo de duracdo dos pré-tratamentos quer pelas
concentracées de NH; utilizadas. O aumento do tempo de duracdo dos pré-tratamentos de
1,91h para 7,09h provocou, para uma temperatura de 93,5°C, uma diminuicao no teor de

acucares no residuo sélido de 1,31% (36,27-37,58) para concentracdes de NH; de 2,83% e de
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4,08% (33,71-37,79) para concentracoes de NH; de 13,17%. Nesta classe de temperatura foi
possivel no entanto verificar que, para tempos de duracdo de pré-tratamentos mais curtos
(1,91h), o aumento da concentracao de NH; de 2,83% para 13,17%, provocou um decréscimo
no teor de lenhina no residuo sélido de 1,44% mantendo-se o teor de aclcares praticamente
inalterado. Este facto podera indicar, nas classes de temperatura mais elevada, que a
aplicacdo de tempos de residéncia mais curtos aliada a concentracdées de NH; mais elevadas,
podera facultar uma maior remocao da lenhina do residuo sélido sem a consequente perda de
acucares normalmente associada.

Gupta utilizando madeira de choupo, com 29,1% de lenhina e 59,7% de aclcares na sua
composicao, obteve em pré-tratamentos realizados a 120°C, durante 24h e com uma
concentracao de NH; de 15%, uma taxa de remocao de lenhina de apenas 16% mantendo
praticamente inalterados os teores de acUcares presentes no residuo solido (Gupta, 2009). Os
resultados obtidos na presente modelacao apresentam taxas de remocao de lenhina
superiores (27,8%) verificando-se, no entanto no presente trabalho, uma perda de acucares
muito superior (44,2%).

A taxa de retencdo de aclcares foi por norma muito inferior as taxas constantes na
bibliografia consultada. Nesta, e tendo em conta a amplitude dos valores de temperatura
utilizados, a taxa de retencdo de aglcares encontra-se normalmente acima dos 84%,
enquanto no presente trabalho foi atingida uma taxa de retencao minima de 65,8%. Tal
podera ser explicado devido ao facto dos teores de remocdo de lenhina e de retencdo de
acucares no residuo sélido variarem em funcao do material utilizado. Gupta e Lee utilizando
uma herbacea (Panicum virgatum) com 26,4% de lenhina e 65,0% de aclcares na sua
composicao obtiveram, em pré-tratamentos realizados a 120°C, durante 24h e com uma
concentracao de NH; de 15%, uma TRL de 67% tendo conseguido manter 84% dos acUcares no
residuo solido (Gupta e Lee, 2010). Ja Kim e Lee com forragem de milho obtiveram, em pré-
tratamentos realizados a temperatura ambiente, ao longo de 60 dias e com uma concentracao
de 29,5% de NHs3, uma TRL de 76% mantendo-se a TRA no residuo solido em 94% (Kim e Lee,
2005). Chen e colaboradores com o mesmo material obtiveram uma TRL de 41% e uma TRA de
86%, em pré-tratamentos realizados com uma temperatura de 26°C, durante 24h e com uma
carga de 10% de NHs (Chen et al., 2009).

0 aumento da temperatura dos pré-tratamentos conduz a um aumento nas taxas de remocao
de lenhina, mas provoca uma diminuicdo nas taxas de retencao de acUcares no residuo sélido,
em particular das hemiceluloses. Kim e outros investigadores obtiveram em pré-tratamentos
com palha de arroz realizados a 100°C, durante 20min e com uma concentracao de NH; de
15% uma taxa de remocao de lenhina de 44,7% acompanhada da retencao de 84,4% das
hemiceluloses e 99,2% da celulose no residuo sélido. Ao aumentar a temperatura dos pré-
tratamentos para 190°C verificou um aumento da taxa de remocao de lenhina para 84,9%
diminuindo simultaneamente em 60,2% as hemiceluloses presentes no residuo sélido (Kim et
al., 2011d).

A tabela 3.30 apresenta os teores de glucose, xilose e arabinose presente no residuo sélido.
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Tabela 3.30 - Teores de glucose, xilose e arabinose presentes no residuo solido resultante dos

pré-tratamentos com NH;

A B C Glucose' R.G. Xilose' R.X. | Arabinose' R.A.
50,0 |4,50| 8,00 | 27,14 + 0,46 80,8 |11,66 + 0,24 88,9 |2,02 + 0,39 44,4
56,5 (1,91 2,83 |26,66 + 0,23 79,4|10,35 + 0,00 79,0 (1,82 + 0,05 40,0
56,5 (1,91 13,17 | 25,63 + 0,86 76,3 | 9,98 =+ 0,28 76,1 (1,73 + 0,14 38,0
56,5 (7,09 2,83 (27,31 + 0,08 81,3 10,12 + 0,21 77,2 (1,41 + 0,53 31,0
56,5 (7,09 13,17 | 25,07 + 0,03 74,6 | 996 =+ 0,05 76,0 (1,80 =+ 0,10 39,6
75,0 [4,50| 1,00 | 26,18 + 0,49 77,9 (10,50 + 0,06 80,1 |1,62 + 0,07 35,7
75,0 [1,00| 8,00 |25,76 + 0,72 76,7 |10,63 + 0,02 81,1 |2,18 + 0,24 47,9
75,0 (4,50 8,00 | 25,02 + 1,05 74,5(10,42 + 0,59 79,5 [1,61 + 0,19 35,3
75,0 (4,50 15,00 | 25,79 + 1,69 76,8 |10,50 + 0,34 80,1 |1,66 + 0,05 36,6
75,0 (8,00 8,00 |24,53 + 0,75 73,0 (10,89 + 1,75 83,1 |1,44 + 0,21 31,6
93,5 [1,91| 2,83 |25,79 + 0,07 76,8 10,23 + 0,40 78,0 1,56 + 0,06 34,2
93,5 (1,91 13,17 | 25,69 + 0,03 76,5|10,72 + 0,13 81,8 [1,37 + 0,05 30,1
93,5 |7,09| 2,83 |24,32 + 0,21 72,4 (10,50 + 1,09 80,1 1,46 + 0,43 32,0
93,5 (7,09 13,17 | 23,10 + 0,29 68,8 | 9,54 =+ 0,39 72,8 |1,06 + 0,22 23,4
100,0 |4,50| 8,00 | 24,40 + 0,33 72,6 | 9,84 =+ 0,16 75,0 |{1,02 + 0,13 22,4

A - Temperatura B - Tempo C - Concentracao de NH3 (% w/w)

1 - Teores expressos em % da amostra

R.G. - Teor de retencao de glucose no RS expressa em % da glucose na amostra
R.X. - Taxa de retencao de xilose no RS expressa em % da xilose na amostra

R.A. - Taxa de retencao de arabinose no RS expressa em % da arabinose na amostra

A tabela 3.30 mostra-nos a variacao nas taxas de retencao da glucose, xilose e arabinose, no
residuo soélido, em funcdao das condicoes de pré-tratamento. Da sua analise retiramos a
existéncia de uma variacdo maxima nos ensaios modelados de 4,04% para a glucose, de 2,12%
para a xilose e de 1,16% para a arabinose.

A variacao da taxa de retencao da glucose e da xilose possuem comportamentos similares.
Ambos os aclcares apresentam um valor maximo de retencdo nos pré-tratamentos efectuados
com a temperatura mais baixa (50°C) e um valor minimo de retencao nos pré-tratamentos
efectuados a 93,5°C durante 7,09h e com uma concentracdo de 13,17%. A arabinose ja possui
um comportamento distinto destes dois aclUcares tendo sido registado o valor de retencao
mais elevado nos pré-tratamentos efectuados durante o menor tempo de residéncia (1h) e o
valor minimo nos pré-tratamentos efectuados com a temperatura mais elevada (100°C).

A analise da tabela mostra-nos que o aumento do factor temperatura foi determinante na
reducao das taxas de retencao dos 3 acUcares no residuo solido. Assim, mantendo o tempo de
reaccao em 4,5h e a concentracao de NH; em 8,00%, observaram-se no aumento da

temperatura de 50°C para 75°C, reducdes nas taxas de retencao de 6,30% (74,5- 80,8) para a
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glucose, de 9,4% (79,5-88,9) para a xilose e de 9,1% (35,3-44,4) para a arabinose. No aumento
da temperatura de 75°C para 100°C, as taxas de retencdao diminuiram de forma menos
acentuada para a glucose e xilose, baixando em 1,9% (72,6-74,5) para a glucose, em 4,5%
(75,0-79,5) para a xilose e em 12,3% (22,4-35,3) para a arabinose. Estes valores sugerem uma
estabilizacao nas taxas de retencdo da glucose a medida que se aumenta a temperatura. A
figura 3.38 apresenta os teores de glucose, xilose e arabinose presente nos residuos sélidos do

pré-tratamento alcalino com NH;, expressos em % da amostra.
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Figura 3.38 - Teores de glucose, xilose e arabinose presente nos residuos solidos do pré-
tratamento alcalino com NHs, expressos em % da amostra

A - Temperatura (°C), B - Tempo (min.), C - Concentracao de NH3 (% w/w)

A influéncia do tempo de duracdo dos pré-tratamentos na reducdo da taxa de retencao dos
acucares no residuo sélido foi particularmente evidente, para temperaturas acima dos 75°C,
no caso da glucose e da xilose. Nos pré-tratamentos realizados a 56,5°C, para a mesma
concentracao de NHs, verificou-se que o aumento do tempo de 1,91h para 7,09h nao teve
reflexo nos teores de glucose e xilose encontrados no residuo solido. Nos pré-tratamentos
efectuados a 93,5°C o aumento da duracdo do pré-tratamento provoca uma diminuicdo no
teor da glucose e da arabinose no residuo soélido. No caso da xilose essa diminuicao foi
verificada apenas nos pré-tratamentos realizados com concentracdes de NH; de 13,17%.

A influéncia do aumento da concentracao de NH; provocou nos pré-tratamentos efectuados a
56,5°C uma reducao principalmente nos teores de glucose e xilose no residuo sdlido. Nos pré-
tratamentos realizados a esta temperatura o aumento da concentracao do reagente de 2,83%
para 13,17% foi particularmente sentido nas taxas de retencao da glucose. O aumento da
concentracao de NH; provocou uma diminuicao na taxa de retencao da glucose de 3,1% (76,3-
79,4) e 6,7% (74,6-81,3), para os pré-tratamentos realizados durante 1,91h e 7,09h
respectivamente. Nos pré-tratamentos efectuados a 75,0°C nao se detectaram reducdes

consideraveis nos teores dos trés aclcares quando se aumentou a concentracao de NH; de
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1,00% para 15,00%. Nos pré-tratamentos realizados com uma temperatura de 93,5°C as
maiores reducdes nos teores dos trés aclcares foram verificadas quando se aumentou a
concentracao de NH; nos pré-tratamentos com maior duracao (7,09h). Nestes, o aumento da
carga de NH; de 2,83% para 13,17% provocou uma diminuicao na taxa de retencao de 3,6%
(68,8-72,4) para a glucose, de 7,3% (72,8-80,1) para a xilose e de 8,6% (23,4-32,0) para a
arabinose.

A estimativa do teor de glucose no residuo sélido embora com um modelo considerado
significativo revelou um coeficiente de determinacdo baixo (R* = 0,6579) ndo permitindo
dessa forma relacionar a variacao dos factores utilizados com a variacao do teor de glucose
encontrada no residuo solido. A variacdo do teor de xilose e arabinose no residuo solido

originou modelos nao significativos.
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3.5.3 - Consideracées finais sobre o pré-tratamento com amoniaco

1 - Os resultados mostraram uma relacao entre os teores de LHyy3 € a concentracao de NH;
utilizada nos ensaios independentemente dos valores de temperatura e de tempo utilizados. A
variacao destes dois factores parece nao ter tido qualquer relacdo com as taxas de LHyu3
verificadas. O modelo estatistico construido revelou este facto considerando a concentracao
do reagente como Unico factor significativo. A equacao de regressao estimada apresentou um
R? de apenas 0,8003 nao se efectuando por isso qualquer leitura do modelo estatistico

construido.

2- A diminuicdo do peso do residuo sélido é particularmente afectada pelo aumento da
temperatura, mas também pela concentracdo de NH; e pelo tempo de duracdo dos pré-
tratamentos (R* = 0,9671). O efeito da solubilizacdo dos compostos do residuo sélido, pela

accao da concentracao de NHs, parece ser amplificado pelo aumento da temperatura.

3 - A taxa de remocao da lenhina do residuo solido, com base no modelo estatistico
construido (R? = 0,8670), é influenciada principalmente pela temperatura e pela concentracéo
de NH3

4 - 0 aumento da temperatura e da concentracao de NH; nos pré-tratamentos provocou para
além de uma maior taxa de remocado de lenhina, uma maior solubilizacdo dos aglcares
presentes no residuo sélido. O aumento da extraccdo da lenhina com preservacao dos
acucares no residuo solido parece-nos que podera ser atingida utilizando temperaturas e
concentragées de NH; mais baixas (56,5°C, 2,83% NH3) mas com tempos de duracao de pré-

tratamento muito mais longos.
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3.6 - Hidrélise enzimatica dos pré-tratados

3.6.1 - Hidrélise enzimatica dos pré-tratados com H;SO4

A tabela 3.31 sumariza os resultados dos rendimentos da hidrolise enzimatica (HE) dos pré-
tratados submetidos a accao dos complexos enzimaticos NS22086 (celulases), NS22118 (beta-
glucosidases) e N522083 (xilanases). As taxas de libertacdo de aclcares (TLA) durante a HE
encontram-se expressas em percentagem dos acUcares presentes nos residuos solidos dos pré-

tratados.

Tabela 3.31 - TLA na HE expressas em funcdo da quantidade de acglcares presente nos

residuos solidos dos pré-tratados com H,S0,

Condicoes de pré-

tratamento Hidrolise enzimatica (h)
Carga
A B C o 12 24 48 72 174
enzimatica
156 48 1,41 6-12-12 11,7 18,5 19,5 21,5 25,3

156 48 1,41 18-36-36 19,4 25,0 28,5 32,6 40,8
156 102 1,41 6-12-12 11,6 17,6 20,3 21,8 26,4
156 102 1,41 18-36-36 19,9 29,8 30,8 36,2 46,9
156 48 4,09 6-12-12 9,9 17,8 22,4 24,3 34,8
156 48 4,09 18-36-36 18,5 31,5 38,7 51,6 70,9
156 102 4,09 6-12-12 9,8 19,0 25,0 30,9 44,8
156 102 4,09 18-36-36 23,4 33,1 46,9 64,3 85,0
180 75 2,75 6-12-12 12,8 22,5 30,4 38,9 57,1
180 75 2,75 18-36-36 28,8 42,2 545 71,4 83,6

A - Temperatura (°C); B - Tempo (minutos); C - Concentracao de H;S0,4 (% w/w)

'. Carga enzimatica: FPU/g substrato - p-NPGU/g substrato - |U/g substrato

Como podemos verificar, para a mesma concentracdo enzimatica o aumento de qualquer um
dos factores utilizados, temperatura, concentracao e tempo de duracao do pré-tratamento,
possui um efeito positivo nos rendimentos de HE obtidos. Apos 72h de reaccdo, os maiores
rendimentos de HE foram verificados nos pré-tratamentos realizados com a temperatura mais
elevada (180°C) tendo-se atingido uma taxa de libertacao de aclcares (TLA) de 71,4% nos
ensaios realizados com 18FPU, 36 p-NPGU e 36 IU por grama de substrato. Cara e
colaboradores com residuos de poda do olival obtiveram, ao fim de 72h, rendimentos na HE
de 67,0% com 15FPU/(grama de substrato) em residuos solidos resultantes de pré-tratamentos

realizados a 180°C, durante 10 minutos e com uma concentracao de H,SO, de 1,4% (Cara et
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al., 2007a). Han e outros investigadores obtiveram com ramos de mandioca, ao fim de 60h,
rendimentos de 70% na HE realizada com 20FPU de celulase /(grama de substrato) e 30CbU de
beta glucosidase /(grama de substrato), em residuos solidos resultantes de pré-tratamentos
realizados a 177°C, durante 10 minutos e com acido sulfurico (Han et al., 2011).

Na observacao da figura 3.39 podemos verificar que as taxas de libertacao nao estabilizaram
apos 72h de reaccédo, continuando a aumentar em todos os ensaios realizados. Nos residuos
solidos provenientes de pré-tratamentos realizados a 156°C, durante 102 minutos e com uma
concentracao de H,S0, de 4,09% verificamos, entre as 72h e as 174h de reaccdo enzimatica,
um aumento de 20,7%, de 64,3% para 85,0%, na TLA nos ensaios realizados com maior
concentracao enzimatica (18PFU por grama de substrato, 36 p-NPGU por grama de substrato e
36 IU por grama de substrato). A figura 3.39 apresenta a evolucao das TCA na HE dos ensaios
realizados com menor carga enzimatica (6PFU/g de substrato, 12 p-NPGU/g de substrato e 12
IU/g de substrato).

. 70%
)
-4
2 60%
o | H
'E /
% 50% //
& / —]
] /
9]
% 30 —
3 — | _—
o
X 20% /)
£ "
2
< 10%
-
0%
0 24 48 72 96 120 144 168 192
Tempo de HE
——156°C - 48min - 1,41% ——156°C - 102min - 1,41%
——156°C - 48min - 4,09% ——156°C - 102min - 4,09%
——180°C - 75min - 2,75%

Figura 3.39 - Evolucdo da TLA na HE dos residuos solidos resultantes de pré-tratamento com
H,S0,4, com aplicacao de uma carga enzimatica de 6PFU, 12 p-NPGU e 12 IU por grama de

substrato

Com a menor concentracdo enzimatica as TLA variaram, apds 174h de HE, entre 25,3%, para
os pré-tratamentos realizados a 156°C, durante 48 minutos e com uma concentracédo de 1,41%
de H,S0,4, e 57,1% para os pré-tratamentos realizados a 180°C, durante 75 minutos e com uma
concentracao de H,SO, igual a 2,75%. A figura 3.39 mostra-nos que o aumento do tempo de

duracdo dos pré-tratamentos de 48 para 102 minutos, nos pré-tratamentos realizados a 156°C
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e com uma concentracao de H,S04 de 1,41%, praticamente ndo teve influéncia no aumento
das TLA na HE parecendo as representacoes graficas coincidentes ao longo de todo o periodo
considerado. No entanto, nos pré-tratamentos efectuados a 156°C e com uma concentragao
de H,S0, de 4,09%, o aumento de tempo, de 48 para 102 minutos, ja se reflecte num aumento
de 10,0% (44,8% - 34,8%) nas TLA, apds de 174h de HE.

0 aumento da temperatura dos pré-tratamentos, de 156°C para 180°C, provoca um aumento
nas TLA obtidas na HE, mesmo sendo reduzida a carga de acido sulfurico e o tempo de
duracdo. O acréscimo nas TLA na HE nos residuos sdlidos provenientes de pré-tratamentos
realizados a 180°C, com uma concentracao de acido de 2,75% e durante 75 minutos foi, ao fim
de 174h de reaccao enzimatica, superior em 12,3% a TLA obtida na HE nos residuos solidos
provenientes de pré-tratamentos efectuados a 156°C, durante 102 minutos e com uma
concentracao de H,SO, de 4,09%. A figura 3.40 apresenta a evolucao das TLA na HE dos
ensaios realizados com maior carga enzimatica (18PFU/g de substrato, 36 p-NPGU/g de
substrato e 36 1U/g de substrato).
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Figura 3.40 - Evolucdo da TLA na HE dos residuos solidos resultantes de pré-tratamento com
H,S0,4, com aplicacao de uma carga enzimatica de 18PFU, 36 p-NPGU e 36 IU por grama de

substrato

O aumento da carga enzimatica traduz-se como podemos observar na figura 3.40 num
aumento global das TLA durante a HE. Esse aumento, ao fim de 174h, variou entre 15,5%
(40,8-25,3), para os pré-tratamentos realizados a 156°C, durante 48 minutos e com uma carga
de H,SO4 de 1,41%, e os 40,2% (85,0-44,8), para os pré-tratamentos realizados a 156°C,
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durante 102 minutos e uma concentracdo de acido sulfurico de 4,09%. Nestes Ultimos pré-
tratamentos conseguimos duplicar a TLA durante a HE quando triplicamos a concentracao dos
complexos enzimaticos.

Na HE realizada com 18FPU, 36 p-NPGU e 36IU por grama de substrato, a maxima TLA foi
obtida, ao fim de 174h, nos residuos solidos resultantes de pré-tratamentos realizados com
uma temperatura de 156°C, durante 102 minutos e com uma concentracao de acido sulflrico
de 4,09%, ultrapassando-se quase no final do periodo de HE, a TLA obtida nos residuos sélidos
resultantes de pré-tratamentos realizados a 180°C. Este facto podera indicar-nos que, com
cargas enzimaticas mais elevadas, o aumento da concentracao de H,SO, e do tempo de
duracdo dos pré-tratamentos, ao contrario do aumento da temperatura, permitirdo manter
TLA elevadas para periodos mais longos de HE. Na figura 3.41 apresentamos a soma dos
acucares libertados no hidrolisado dos pré-tratamentos com H,S0, e na hidrélise enzimatica
com 18FPU, 36 p-NPGU e 36 IU por grama substrato, expressos em percentagem dos aclcares

presentes na amostra.

100%
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50% 36,4%

em % dos aclcares
presentes na amostra

Temperatura (°C) 156 156 156 180
Tempo (min) 48 102 48 75
H2504 (% wiw) 1,41 1,41 4,09 2,75

m Hidrolisado Hidrolise enzimatica

Figura 3.41 - Soma dos acucares libertados no hidrolisado dos pré-tratamentos com acido
sulfirico e na hidrolise enzimatica com 18FPU, 36 p-NPGU e 36 IU por grama de substrato,

expressos em percentagem dos aclcares presentes na amostra

Como podemos observar pela analise da figura 3.41 a maior TLA da amostra, somando as
quantidades de acucares libertados para o hidrolisado durante o pré-tratamento e as
quantidades libertadas durante o processo de hidrélise enzimatica, foi verificada nos pré-
tratamentos efectuados a 156°C, durante 102 minutos e com uma concentracao de H,SO4 de
4,09%. Nestas condicoes foi possivel hidrolisar cerca de 90% dos acUcares contidos na amostra.
Também podemos verificar que nos pré-tratamentos efectuados a 180°C, durante 75 minutos
e com uma concentracao de H,S04 de 2,75% apenas se libertaram, na soma das duas etapas,
cerca de 70% dos acUcares presentes na amostra. O diferencial de cerca de 20% relativamente
aos resultados obtidos no pré-tratamento anteriormente descrito nao se deveu ao rendimento
da hidrolise enzimatica, uma vez que as taxas de conversao obtidas pelas duas condicoes de
pré-tratamento sao relativamente proximas (38,6% e 36,4%), mas sim a menor libertacao de

aclcares para o hidrolisado nos pré-tratamentos efectuados a 180°C. Nesta classe de
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temperatura (180°C), a menor quantidade de acucares libertados para o hidrolisado foi

devida, como descrito no capitulo 3.2.2., a ocorréncia de uma maior degradacao de acucares.

3.6.2 - Hidrélise enzimatica dos pré-tratados alcalinos

A tabela 3.32 apresenta os resultados da HE levada a cabo com a aplicacao dos 3 complexos
enzimaticos sobre os pré-tratados resultantes dos pré-tratamentos com NaOH. Os
rendimentos da HE encontram-se expressos em funcao da quantidade de aclcares presentes

nos residuos sélidos dos pré-tratados.

Tabela 3.32 - TLA na HE expressas em funcdo da quantidade de aclcares presente nos

residuos solidos dos pré-tratados com NaOH

Condicées de o o
. Hidrolise enzimatica (h)
pre-tratamento

Carga
A B C 4 12 24 48 72 174
enzimatica
90 70 6,19 6-12-12 7,1 11,7 15,1 20,0 22,1
90 70 6,19 18-36-36 15,9 19,8 25,4 31,6 29,4
90 70 61,90 6-12-12 23,2 26,0 25,5 28,5 33,2
90 70 61,90 18-36-36 29,0 33,7 32,7 35,1 48,9
120 40 1,50 6-12-12 12,5 11,1 17,8 21,4 20,2
120 40 1,50 18-36-36 15,0 16,1 24,3 25,1 26,3
120 40 15,00 6-12-12 23,1 25,5 26,8 31,5 33,8
120 40 15,00 18-36-36 33,8 36,6 36,4 37,6 64,7
120 100 1,50 6-12-12 8,9 12,0 18,8 22,9 17,4
120 100 1,50 18-36-36 15,1 17,6 24,7 26,1 25,9
120 100 15,00 6-12-12 23,9 29,0 28,6 33,0 36,7
120 100 15,00 18-36-36 38,3 40,3 39,6 55,7 57,5
120 40 5,00 6-12-12 2,9 10,2 13,4 17,6 22,2
120 40 5,00 18-36-36 6,2 16,7 24,6 28,1 34,2
120 40 50,00 6-12-12 24,8 26,8 27,4 44.4 35,9
120 40 50,00 18-36-36 34,8 38,1 37,7 36,7 55,6
120 100 5,00 6-12-12 3,1 8,9 12,8 14,3 19,8
120 100 5,00 18-36-36 8,0 13,2 19,6 23,9 29,7
120 100 50,00 6-12-12 19,4 18,4 20,1 23,1 35,1
120 100 50,00 18-36-36 34,3 32,6 31,0 35,1 51,2
140 70 3,25 6-12-12 5,1 7,6 12,3 9,5 17,0
140 70 3,25 18-36-36 7,4 15,0 20,1 23,3 23,0
140 70 32,50 6-12-12 15,8 18,1 19,7 24,0 28,9

140 70 32,50 18-36-36 27,5 33,8 34,0 37,4 50,9

A - Temperatura (°C); B - Tempo (minutos); C - Concentracao de NaOH (% w/w)
'- Carga enzimatica: FPU/g substrato - p-NPGU/g substrato - IU/g substrato

% Codificacao das condicdes de pré-tratamentos com as cargas enzimaticas
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A tabela 3.32 mostra-nos que as TLA na HE aumentam com a carga enzimatica utilizada e com
a concentracao de NaOH aplicada, existindo uma clara distincao no rendimento da HE entre
os pré-tratamentos modelados (S) e os pré-tratamentos extra (Se). Nos pré-tratamentos extra
(Se), com aplicacdo de cargas enzimaticas mais elevadas, as TLA aumentaram rapidamente,
tendo-se atingido valores de 40,3% nas primeiras 24h de HE. Depois deste periodo, verificou-
se uma estabilizacdo das TLA, na maioria dos residuos solidos, entre as 24 e as 72h de HE
voltando as TLA a crescer novamente a partir das 72h da HE.

Nos pré-tratamentos modelados (S) obteve-se, apds 174h de HE e com a carga mais elevada
de enzimas, uma TLA maxima de 34,2% na HE dos residuos soélidos resultantes de pré-
tratamentos efectuados com uma temperatura de 120°C, durante 40 minutos e com uma
concentracao de NaOH de 5%. Nos povoamentos extra (Se), apos 174h de HE e também com a
carga mais elevada de enzimas aplicada, obteve-se uma TLA maxima de 64,7% na HE dos
residuos solidos resultantes de pré-tratamentos realizados com uma temperatura de 120°C,
durante 40 minutos e com uma concentracao de NaOH igual a 15,00%. Ou seja, mantendo a
temperatura e o tempo de duracdo dos pré-tratamentos, o aumento da concentracdo de
NaOH de 5,00% para 15,00% quase faz duplicar (34,2% para 64,7%) as TLA na HE.

Os resultados da tabela 3.32 também mostram que os valores maximos nas TLA nao foram
atingidos face a valores maximos de temperatura (140°C), tempo (100min.) ou concentracao
de NaOH (61,90%).

Mirahmadi e colaboradores utilizando madeira de abeto em pré-tratamentos efectuados a
5°C, durante 2h e com uma concentracao de 7,00% de NaOH, obtiveram um rendimento na
HE, ao fim de 96h, de 35,7% com aplicagdo de uma carga enzimatica de 20FPU e 50 IU por
grama de substrato (Mirahmadi et al., 2010). No presente estudo foi obtido um rendimento na
HE ao fim de 174h de 34,2% nos residuos solidos resultantes de pré-tratamentos efectuados a
120°C, durante 40 minutos e com uma concentracao de NaOH de 5,00%.

Mohsenzadeh e outros investigadores utilizando madeira de abeto conseguiram ao fim de 72h,
aplicando uma carga enzimatica de 20FPU e 50 IU por grama de substrato, um rendimento na
HE de 40%, em residuos solidos resultantes de pré-tratamentos efectuados a 80°C, durante
16h e com concentracées de 10% de NaOH e 1,4% de PEG por grama de biomassa
(Mohsenzadeh et al., 2012). Nos ensaios realizados conseguimos um rendimento na HE, as
72h, de 55,7% nos pré-tratados resultantes de pré-tratamentos efectuados a 120°C, durante

100 minutos e com uma concentracao de 15,00% de NaOH.
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A figura 3.42 apresenta a evolucao da HE nos residuos solidos dos pré-tratamentos modelados
com a aplicacdo de uma concentracdo enzimatica de 6FPU, 12 p-NPGU e 12IU por grama
substrato. Nestes pré-tratamentos a alteracdo da representacao grafica da evolucao da HE
deveu-se ao facto dos residuos solidos apresentarem valores semelhantes de TLA para o
mesmo tempo decorrido de hidrélise. Nao se conseguia assim distinguir convenientemente,
com a representacao anteriormente realizada, os resultados na HE em funcao das diferentes

condicdes de ensaio dos pré-tratamentos.
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Figura 3.42 - Evolucao da TLA na HE dos residuos sélidos resultantes de pré-tratamento com
NaOH (modelados), com a aplicacdo de uma carga enzimatica de 6FPU, 12 p-NPGU e 12IU por
grama substrato

A - Temperatura (°C), B - Tempo (min.) e C - Concentracao de NaOH (% w/w)

Na HE dos residuos sélidos dos pré-tratados modelados com aplicacao de concentracées mais
baixas de enzima conseguiu-se atingir uma TLA maxima de 22,9%, apos 72h do inicio da
hidrolise, nos residuos solidos resultantes de pré-tratamentos efectuados a 120°C, durante
100 minutos e com uma concentracao de NaOH de 1,50%.

Apos 174h de HE, os valores mais elevados nas TLA, com 22,2 e 22,1%, foram obtidos nos
residuos solidos resultantes de pré-tratamentos efectuados respectivamente a 120°C, durante
40 minutos e com 5,00% de NaOH e a 90°C, durante 70 minutos e com 6,19% de NaOH.

A figura 3.42 também nos mostra que, apds 174h de HE, o aumento do tempo de duracao dos
pré-tratamentos, de 40 para 100minutos, provocou uma reducao nas TLA de 2,8% e 2,4%
concentracdes respectivamente de 1,50% e 5,00%.

Os residuos sélidos resultantes de pré-tratamentos efectuados a 140°C, durante 70 minutos e
com uma concentracao de 3,25% de NaOH apresentaram os valores mais baixos na TLA em

todos os periodos analisados durante a HE. Tal como na analise anterior este facto podera
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indicar alguma limitacdo do aumento da temperatura acima dos 120°C nas TLA nos residuos
solidos dos pré-tratados com NaOH.

A figura 3.43 mostra a evolucao da HE nos residuos sélidos dos pré-tratamentos modelados
com a aplicacdo de uma concentracao enzimatica de 18FPU, 36 p-NPGU e 36IU por grama
substrato.
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Figura 3.43 - Evolucao da TLA na HE dos residuos solidos resultantes de pré-tratamento com
NaOH (modelados), com a aplicacdao de uma carga enzimatica de 18FPU, 36 p-NPGU e 361U
por grama substrato

A - Temperatura (°C), B - Tempo (min.) e C - Concentracao de NaOH (% w/w)

A leitura da figura 3.43 mostra-nos, apds 174h de HE, que a TLA maxima, com valor igual a
34,2%, foi atingida nos residuos solidos resultantes de pré-tratamentos efectuados a 120°C,
durante 40 minutos e com uma concentracao de NaOH de 5,00%. Apos 174h, a menor TLA,
com valor igual a 23,0%, foi obtida nos residuos sdlidos resultantes dos pré-tratamentos
efectuados com a temperatura mais elevada. Note-se que os residuos solidos resultantes de
pré-tratamentos realizados a 140°C, durante 70 minutos e com concentracoes de NaOH de
3,25% possuem TLA inferiores as determinadas em residuos sélidos resultantes de pré-
tratamentos efectuados a 120°C, durante 40 minutos e com concentracoes de NaOH de
apenas 1,50%. Este facto podera indicar alguma limitacdo do aumento da temperatura acima
dos 120°C nas TLA nos residuos sélidos dos pré-tratados com NaOH.

Também ¢é possivel observar a partir da leitura da figura 3.43 que, a partir das 72h de HE,
apenas se verificaram aumentos na TLA para os residuos sélidos resultantes de pré-
tratamentos efectuados a 120°C e com concentracées de NaOH iguais a 5,00%. Nos restantes
residuos solidas a libertacao de acUcares do residuo sélido tende a parar apo6s 72h do inicio da
HE.
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0 aumento da duracdo dos pré-tratamentos parece provocar uma reducao nas TLA obtidas
durante a HE. Essa constatacdo € mais evidente, nos residuos solidos resultantes de pré-
tratamentos realizados a 120°C e com uma concentracao de 5,00%. Nestes, o aumento do
tempo de duracao dos pré-tratamentos de 40 para 100minutos, provocou uma reducao de
4,5% nas TLA obtidas apds 174h de HE.

A figura 3.44 mostra a evolucdo da HE nos residuos solidos dos pré-tratamentos extra com a

aplicacao de uma concentracdo enzimatica de 6FPU, 12 p-NPGU e 12IU por grama substrato.
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Figura 3.44 - Evolucao da TLA na HE dos residuos solidos resultantes de pré-tratamento com
NaOH (extra), com a aplicacdo de uma carga enzimatica de 6FPU, 12 p-NPGU e 12IU por
grama substrato

A - Temperatura (°C), B - Tempo (min.) e C - Concentracao de NaOH (% w/w)

A leitura da figura 3.44 mostra-nos que os menores rendimentos da HE, ao fim de 174h, foram
verificados nos residuos solidos resultantes dos pré-tratamentos efectuados com temperatura
mais elevada (140°C) tendo-se libertado nestas condicbes menos de 30% dos acUcares
presentes no residuo solido. Os restantes residuos solidos possuem ao fim de 174h de HE taxas
de libertacao de aclcares semelhantes variando estas, desde 33,2% (90°C - 61,9% NaOH - 70
min.) até 36,7% (120°C - 15,0% NaOH - 100 min.).

O maior valor na TLA, com 44,4%, foi obtido apds 72h do inicio da HE nos residuos solidos
resultantes de pré-tratamentos efectuados a 120°C, durante 40 minutos e com uma
concentracao de NaOH de 50,00%.

Ao contrario do ocorrido com cargas enzimaticas elevadas, neste tipo de ensaios nao se
verificou uma reducao nas taxas de libertacdo de aclcares face a aumento de duracdo dos
pré-tratamentos. Nos residuos solidos resultantes de pré-tratamentos realizados a 120°C e
com 15,0% de NaOH, o aumento da duracao de 40 para 100 minutos induziu um aumento de

2,9% da taxa de libertacdo de aclcares ap6s 174h de HE. O aumento do tempo, para
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concentracao de NaOH de 50,0% possui um efeito oposto tendo sido verificada uma reducao
de 0,8% na TLA ao fim de 174h de HE.

A figura 3.45 mostra a evolucao da HE nos residuos solidos resultantes dos pré-tratamentos
extra, com a aplicacdo de uma concentracdo enzimatica de 18FPU, 36 p-NPGU e 36IU por

grama substrato.
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Figura 3.45 - Evolucdo da TLA na HE dos residuos solidos resultantes de pré-tratamento com
NaOH (extra), com a aplicacdo de uma carga enzimatica de 18FPU, 36 p-NPGU e 361U por
grama substrato

A - Temperatura (°C), B - Tempo (min.) e C - Concentracao de NaOH (% w/w)

A figura 3.45 mostra-nos que os residuos solidos resultantes de pré-tratamentos efectuados a
120°C, durante 40 minutos e com uma concentracao de 15,00% de NaOH foram aqueles que
apresentaram, ao fim de 174h de HE, a TLA mais elevada (64,7%).

Também observamos que o aumento do tempo de duracdo dos pré-tratamentos provoca um
decréscimo nas TLA obtidas na HE. A TLA determinada nos residuos solidos de pré-
tratamentos efectuados a 120°C, com 15,0% e 50,0% de NaOH, decresce ao fim de 174h de
HE, respectivamente 7,2% e 4,4% quando aumentamos o tempo de duracdo do pré-tratamento
de 40 para 100 minutos.

A concentracdo de NaOH utilizada nos pré-tratamentos parece nao ter influéncia na
percentagem de acUcares libertados. Ao fim de 174h de HE, os residuos sélidos resultantes
dos pré-tratamentos realizados com a concentracdo mais elevada de NaOH (61,90%)
apresentaram a TLA mais baixa, com um valor de 48,9%. Nos residuos solidos resultantes de
pré-tratamentos efectuados a 120°C, quando se aumentou a concentracao de NaOH de 15,0%
para 50,0%, verificou-se um decréscimo de 9,1% e 6,3% na libertacao de acucares na HE para

tempos de duracao de 40 e 100 minutos, respectivamente.
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0 aumento da temperatura dos pré-tratamentos de 120 para 140°C parece nao influenciar um
aumento nas TLA verificadas na HE. Note-se que, apos 174h de HE, as TLA mais elevadas
foram observadas em residuos solidos resultantes de pré-tratamentos efectuados a
temperatura mais baixa (120°C), com menos tempo (40min.) e com menor concentracao de
NaOH (15,0%).

3.6.3 - Hidrélise enzimatica dos pré-tratados alcalinos com adicao de H,0;

Na tabela 3.33 apresentam-se os resultados das TLA durante a HE dos pré-tratados com NaOH
e H,0,, depois de submetidos a accao de trés complexos enzimaticos, NS22086 (celulases),
NS22118 (beta-glucosidases) e NS22083 (xilanases). As taxas de libertacao de aclcares (TLA)
durante a HE encontram-se expressas em percentagem dos acUcares presentes nos residuos
solidos dos pré-tratados. Para melhor se observar a influéncia da accdo do H,0, na HE,
realcamos com fundo cinzento os resultados da HE realizada apenas com NaOH, resultantes

de pré-tratamentos com duracdo de 40 minutos.

Tabela 3.33 - TLA na HE expressas em funcdo da quantidade de aclcares presente nos

residuos solidos dos pré-tratados alcalinos com adicao de H,0,

Condicoes de pré-tratamento Hidrdlise enzimatica (h)
Temperatura NaOH H,0, Carga

12 24 48 72 174
(°C) (%w/w) (% w/w) enzimatica'
90 6,19 3,25 6-12-12 10,3 8,2 12,7 13,4 14,5
90 6,19 3,25 18-36-36 15,3 12,5 18,4 19,1 26,7
120 1,50 0,00 6-12-12 12,5 1,1 17,8 21,4 20,2
120 1,50 0,00 18-36-36 15,0 16,1 24,3 251 26,3
120 1,50 1,50 6-12-12 13,0 8,8 13,3 13,5 22,3
120 1,50 1,50 18-36-36 17,7 13,4 18,0 13,6 32,6
120 1,50 5,00 6-12-12 10,7 8,9 12,6 10,6 13,9
120 1,50 5,00 18-36-36 19,8 12,9 17,1 14,5 19,8
120 5,00 0,00 6-12-12 2,9 10,2 13,4 17,6 22,2
120 5,00 0,00 18-36-36 6,2 16,7 24,6 28,1 34,2
120 5,00 1,50 6-12-12 14,7 12,0 16,6 16,7 23,3
120 5,00 1,50 18-36-36 23,3 16,4 21,6 19,5 30,6
120 5,00 5,00 6-12-12 9,6 10,9 13,9 11,6 22,9
120 5,00 5,00 18-36-36 14,4 13,6 18,0 18,1 24,6
140 3,25 3,25 6-12-12 15,0 11,7 16,9 12,3 27,1
140 3,25 3,25 18-36-36 17,3 16,3 22,0 19,5 33,2

'. Carga enzimatica: FPU/g substrato - p-NPGU/g substrato - 1U/g substrato

A andlise da tabela 3.33 permite-nos observar que a HE nos pré-tratados alcalinos, com
adicao de H,0, variou, apos 174h, entre 14,5% (90°C - 6,19% NaOH - 3,25% de H,0,) e 27,1%
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(140°C - 3,25% NaOH - 3,25% de H,0,) na HE realizada com 6FPU, 12 p-NPGU e 12IU por grama
substrato e entre 19,8% (120°C - 1,50% NaOH - 5,00% de H,0,) e 33,2% (140°C - 3,25% NaOH -
3,25% de H,0,) na HE realizada com 18FPU, 36 p-NPGU e 36IU por grama substrato.

A figura 3.46 apresenta a evolucao da HE nos residuos solidos dos pré-tratamentos alcalinos

com adicao de H,0,, com concentracdo enzimatica igual a 6FPU, 12 p-NPGU e 12IU por grama

substrato.
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Figura 3.46 - Evolucdo da TLA na HE dos residuos solidos resultantes de pré-tratamento com
NaOH e H,0,, com a aplicacdo de uma carga enzimatica de 6FPU, 12 p-NPGU e 12IU por grama
substrato

A - Temperatura (°C), B - Concentracao de NaOH (% w/w) e C - Concentracao de H,0;, (% w/w)

Na HE realizada com a menor carga enzimatica (6-12-12) sobre os residuos soélidos resultantes
de pré-tratamentos efectuados a 120°C e com uma carga de NaOH de 5,00% nao foram
observadas diferencas consideraveis na TLA em funcdo da concentracao de H,0, aplicada nos
pré-tratamentos. A diferenca na TLA entre a ndo aplicacao de H,0, e a aplicacdo de 5,00% foi
de apenas 0,1%. Para a mesma temperatura, mas para concentracées de NaOH de 1,50%,
podemos observar que adicoes de H,0, até 1,50% promoveram um aumento na TLA de 2,1%
(22,3-20,2). Quando a concentracao de H,0, ultrapassou a concentracao de NaOH verificamos
que a TLA dos residuos solidos decresce 8,4% (13,9-22,3).

Também podemos observar na figura 3.46 a diminuicdo causada na TLA nos residuos solidos
provenientes de pré-tratamentos realizados a 90°C pela adicao de H,0,. Nestes a HE nao
chega a libertar 15% dos acuUcares presentes no residuo sélido. Note-se que a esta
temperatura e com a mesma carga enzimatica obteve-se uma TLA de 22,1% nos residuos
solidos resultantes de pré-tratamentos realizados durante 70 minutos e com 6,19% de NaOH.
Pelo contrario, na HE dos residuos solidos provenientes de pré-tratamentos efectuados a

140°C, a adicao de H,0, parece favorecer o aumento da TLA conseguindo-se aumentar em
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cerca de 10%, as TLA obtidas nos pré-tratamentos realizados apenas com NaOH e com duracao
de pré-tratamento de 70 minutos em vez dos 45 minutos.
A figura 3.47 apresenta a evolucao da HE nos residuos sélidos dos pré-tratamentos alcalinos

com adicao de H,0, com concentracdo enzimatica igual a 12FPU, 36 p-NPGU e 36IU por grama

substrato.
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Figura 3.47 - Evolucdo da TLA na HE dos residuos solidos resultantes de pré-tratamento com
NaOH e H,0,, com a aplicacdo de uma carga enzimatica de 18FPU, 36 p-NPGU e 36IU por
grama substrato

A - Temperatura (°C), B - Concentracao de NaOH (% w/w) e C - Concentracao de H,0, (% w/w)

A leitura do grafico 3.47 mostra-nos que, nos pré-tratamentos realizados a 120°C com
concentracées de NaOH de 5,00%, a adicdo de H,0, prejudica a libertacdo de aclcares no
processo de HE. Para concentracoes enzimaticas de 18FPU, 36 p-NPGU e 36IU por grama
substrato verificou-se uma reducao na TLA de 9,2% (24,6-34,2) quando se aumentou a
concentracao de H,0, de 0,00% para 5,00% na realizacao dos pré-tratamentos.

Ja nos residuos solidos resultantes de pré-tratamentos realizados a 120°C com 1,50% de NaOH,
a adicao de H,0, até concentracoes de 1,50% fez aumentar a TLA do residuo solido, subindo
esta taxa 6,3% (32,6-26,3). Quando aumentamos a adicao de H,0, de 1,50% para 5,00%, a
tendéncia de aumento inverteu-se, tendo-se verificado diminuicdo de 12,8% (19,8-32,6) na
TLA.

A adicao de H,0, dependendo da temperatura de realizacdao dos pré-tratamentos influenciou
positivamente ou negativamente as TLA obtidas na HE. Para temperaturas de pré-tratamento
elevadas (140°C) a adicdo de H,0, promoveu a libertacdo de acgucares do residuo solido
durante a HE. A adicao de H,0, aos pré-tratados resultantes de pré-tratamentos a 140°C fez
aumentar em 10,2% (33,2-23,0) a TLA relativamente a obtida nos pré-tratados sem adicdo de

H,0,. Ja para temperaturas de pré-tratamentos mais baixas (90°C) a adicdo de H,0,
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prejudicou a libertacao de aclcares fazendo baixar em 2,7% (29,4-26,7) a TLA dos residuos

solidos durante a HE.

3.6.4 - Hidroélise enzimatica dos pré-tratados com NH3

A tabela 3.34 apresenta os resultados da HE levada a cabo com a aplicacao de 3 complexos
enzimaticos sobre os pré-tratados resultantes dos pré-tratamentos com NHs. As TLA durante a
HE encontram-se expressas em funcdo da quantidade de aclcares presentes nos residuos

solidos dos pré-tratados.

Tabela 3.34 - TLA na HE expressas em funcdo da quantidade de aclcares presente nos

residuos solidos dos pré-tratados com NH;

Condicoes de pré-tratamento Hidrolise enzimatica (h)
Temperatura Tempo NH; Carga

12 24 48 72 174
(°C) (h) (% w/w) enzimatica'
93,5 1,91 2,83 6-12-12 12,5 11,1 17,8 21,4 20,2
93,5 1,91 2,83 18-36-36 15,0 16,1 24,3 25,1 26,3
93,5 7,09 2,83 6-12-12 8,2 18,0 26,3 31,4 32,0
93,5 7,09 2,83 18-36-36 15,9 25,5 32,0 38,3 40,5
93,5 1,91 13,17 6-12-12 12,1 14,7 25,2 33,6 27,6
93,5 1,91 13,17 18-36-36 16,6 25,8 39,0 49,1 40,0
93,5 7,09 13,17 6-12-12 6,1 17,4 24,3 3011 28,4
93,5 7,09 13,17 18-36-36 19,3 26,3 40,1 45,8 37,9
100,0 4,50 8,00 6-12-12 2,9 10,2 13,4 17,6 22,2
100,0 4,50 8,00 18-36-36 6,2 16,7 24,6 28,1 34,2

'. Carga enzimatica: FPU/g substrato - p-NPGU/g substrato - 1U/g substrato

A tabela 3.34 mostra-nos que, apds 174h de HE, as TLA variaram, para a carga enzimatica
mais baixa, entre 20,2% (93,5°C - 2,83% NH; - 1,91h) e 32,0% (93,5°C - 2,83% NH; - 7,09h).
Para os ensaios realizados com a carga enzimatica mais elevada (18-36-36) a variacao da TLA,
ao fim de 174h de HE, variou entre 26,3% (93,5°C - 2,83% NH; - 1,91h) e 40,5% (93,5°C - 2,83%
NH; - 7,09h). No entanto, as maximas TLA no decorrer da HE foram atingidas, em ambas as
cargas enzimaticas utilizadas, apos 72h, pelos residuos solidos resultantes de pré-tratamentos
efectuados a 93,5°C, durante 1,91 horas e com concentracdes de NH; de 13,17%. Nestas
condicOes atingiram-se TLA de 33,6% e 49,1% com a utilizacao respectivamente de 6FPU, 12
p-NPGU e 121U por grama substrato e de 18FPU, 36 p-NPGU e 361U por grama substrato

Nos residuos solidos dos pré-tratados com concentracoes de NH; de 13,17% verificou-se uma
reducdo nos aclicares quantificados das 72 para as 174h de HE, tendo sido essa diminuicdo

mais elevada com a aplicacao de carga enzimaticas mais altas.
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A figura 3.48 apresenta a evolucdo da TLA durante a HE nos residuos solidos dos pré-
tratamentos com NH; aplicando uma concentracao enzimatica de 6FPU, 12 p-NPGU e 12IU por

grama substrato
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Figura 3.48 - Evolucdo da TLA na HE dos residuos solidos resultantes de pré-tratamento com
NH3, com a aplicacao de uma carga enzimatica de 6FPU, 12 p-NPGU e 12IU por grama

substrato.

A figura 3.48 mostra-nos que as maiores TLA na HE foram obtidas pelos residuos sélidos
resultantes dos pré-tratamentos realizados com a maior concentracao de NH; (13,17%) e com
os residuos solidos resultantes de pré-tratamentos realizados com 2,83% de NH; e durante
7,09h. Estes residuos solidos possuem TLA bastante proximas ao longo da HE sendo possivel
verificar, as 24h, 48h e 174h de HE, que os residuos sélidos resultantes de pré-tratamentos
com menor carga de NH; e realizados durante 7,09h obtiveram TLA superiores aos residuos
solidos resultantes de pré-tratamentos com concentracoes de NHs; muito superiores (13,17%),
mesmo para os realizados com a mesma duracao. Este facto mostra que nos ensaios realizados
com menor concentracdao de NH; (2,83%) o aumento do tempo de duracdao dos pré-
tratamentos, de 1,91h para 7,09h, compensou a menor concentracao de reagente utilizada
nos pré-tratamentos, sendo por isso um factor determinante no aumento das TLA durante a
HE. Pelo contrario, para concentracées mais elevadas de NH; (13,17%), o aumento do tempo
de duracao dos pré-tratamentos nao teve reflexo no aumento das TLA durante a HE.

Na analise da figura 3.48 também observamos que os residuos solidos resultantes de pré-
tratamentos efectuados a 100°C, durante 4,5h e com uma concentracao de NH; de 8,00%
apresentaram TLA bastante baixas. Este facto, pode indicar que a libertacdo de aclcares

durante a HE possa ser condicionada por um valor minimo de concentracdo de NH; (por
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comparacao com 93,48°C, 1,91h, 13,17% NHs3) ou por um tempo de duracdo minimo (por
comparacao com 93,48°C, 7,09h, 2,83% NH,).

A figura 3.49 apresenta a evolucdo da TLA durante a HE nos residuos sélidos dos pré-
tratamentos com NH; aplicando uma concentracdo enzimatica de 18FPU, 36 p-NPGU e 36IU

por grama substrato
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Figura 3.49 - Evolucao da TLA durante a HE nos residuos sdlidos dos pré-tratamentos com NH;

aplicando uma concentracao enzimatica de 18FPU, 36 p-NPGU e 36IU por grama substrato

A observacao da figura 3.49 mostra-nos que a aplicacdo de uma carga enzimatica mais
elevada aumentou consideravelmente os valores nas TLA obtidas em todos os residuos solidos.
A semelhanca do ocorrido na HE enzimatica com carga enzimatica mais baixa, continua a
verificar-se um decréscimo nas quantidades de acUcares quantificados nos residuos solidos,
resultantes dos pré-tratamentos realizados com uma concentracdo de NH; de 13,17%, apods as
72h de HE. Estes residuos obtiveram apos 72h de HE os valores mais elevados nas TLA
verificadas, sendo curiosamente os residuos solidos sujeitos a menor tempo de pré-
tratamento (93,48°C, 1,91h, 13,17% NH3) aqueles que apresentaram a TLA mais elevada neste
periodo. A reducdo da TLA apo6s as 72h de HE nao pode ser devida a entrada de
microorganismos no volume reaccional uma vez que os Erlenmeyer se encontravam fechados,
uma hipdtese para esta ocorréncia pode ser justificada pela presenca de compostos na
solucdo que tenham influenciado a absorvancia determinada, como sugerido por Miller
(Miller, 1959).

No final da HE, apds 174h, o valor mais elevado na TLA foi obtido pelos residuos sélidos
resultantes de pré-tratamentos efectuados a 93,5°C, durante 7,09h e com uma concentracao

de 2,83% de NHs. Estes residuos solidos foram os Unicos que apresentaram, juntamente com
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os residuos solidos resultantes de pré-tratamentos realizados a 100°C, durante 4,5h e com
uma concentracdo de NH; de 8,00%, um aumento na quantificacdo dos aclcares apos as 72h
de HE. Nos residuos solidos resultantes dos pré-tratamentos menos severos (93,5°C - 2,83%
NH; - 1,91h) a TLA estabiliza apos as 48h de HE, deixando por isso de existir, apos este

periodo, libertacdo de aclcares por accao enzimatica.

3.6.5 - Determinacao das interac¢oes entre os complexos enzimaticos

O sinergismo entre as componentes individuais de um sistema de enzimas, isto é, a accao de
uma mistura de dois ou mais tipos de enzimas é superior a soma das accdes individuais. No
entanto, na sua accao existem diferentes velocidades de hidrolise podendo tal facto levar a
acumulacao de produto. Interessa assim conhecer a proporcao entre os varios complexos que
permita a maxima eficiéncia no processo de obtencao de acUcares simples (glucose, xilose e
arabinose). A analise da libertacdo de aclcares redutores decorrente da hidrolise enzimatica
foi efectuada através do método do DNS as 42 e as 139 horas. A tabela 3.35 apresenta, no
volume reaccional, a quantidade de aclcares redutores libertados e o rendimento da hidrélise
enzimatica, a partir da biomassa sem qualquer pré-tratamento, as 42 e as 139 horas, em

funcao dos valores minimos, médios e maximos de cada um dos factores analisados.

Tabela 3.35 - Libertacao de acucares redutores e rendimento da hidrolise, as 42 e 139 horas,

em funcao dos valores minimo, médio e maximo de cada um dos factores utilizados

NS22086 NS22118 NS22083  Solidos Acucares Rendimento da
libertados em hidrolise
(FPU/50mL)  (p-NPGU/50ml)  (IU/50ml) (%) mg/50ml (%)

(42/139 horas) (43/139 horas)

82,50 165,00 82,50 1 32,3/ 43,3 6,5/ 8,7
15,00 165,00 82,50 3 40,0 / 34,3 2,7/12,3
82,50 30,00 82,50 3 62,0 / 89,2 4,1/6,0
82,50 165,00 15,00 3 62,9 / 95,6 4,2/6,4
82,50 165,00 82,50 3 65,8 / 87,3 4,4/5,8
82,50 165,00 150,00 3 63,5/ 78,4 4,2 /5,2
82,50 300,00 82,50 3 65,0 / 88,8 4,3/5,9
150,00 165,00 82,50 3 91,2 / 138,6 6,1/9,2
82,50 165,00 82,50 5 83,8 / 105,6 3,4/4,2

Como podemos observar pela analise da tabela 3.35 a carga de celulase (NS22086) e o teor de
solidos parecem ser os factores mais determinantes na libertacdo de aclcares no processo de
hidrolise enzimatica. Como seria de esperar, um baixo teor de sélidos tem como consequéncia
uma menor libertacao de aclcares, uma vez que existe menos substrato para se transformar

em produto. Contudo, o rendimento associado é elevado devido ao facto de um maior nimero
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de enzimas actuar por unidade de substrato. A maior libertacao de aclcares e os rendimentos
mais elevados sdao conseguidos com as maiores cargas de celulase (150FPU/mLl), no entanto, a
utilizacao de concentracdes tao elevadas pode ter impacto na viabilidade de projectos devido
ao elevado custo de aquisicdo de enzima. Facto curioso é o verificado quando mantemos a
carga de celulases em 82,5 FPU e a percentagem de solidos em 3%. Nessas condicoes
observamos as 139h de HE os rendimentos sao independentes das cargas de beta-glucosidades
e de xilanase aplicada.

Os modelos estatisticos de estimativa de libertacao de aclcares a partir dos 4 factores acima
mencionados resultou significativo (p-value < 0,0001) para os dois periodos considerados (42 e
139 horas). Os modelos construidos apresentaram para a estimativa de libertacao de acUcares
R? iguais 0,9552 e a 0,9823, respectivamente para as 42 e 139 horas de hidrélise enzimatica. A
tabela 3.36 mostra resumidamente a analise de variancia para os modelos estatisticos

construidos as 42h e 139h.

Tabela 3.36 - Estimativa da libertacdo de acUcares, para as 42 e 139h, em funcao dos teores

de celulase (A), beta-glucosidase (B), xilanase (C) e solidos (D) utilizados

Valor p-valor Valor p-valor
Variavel F Prob > F F Prob > F
42h 139h
Modelo 22.84 < 0.0001 17.66 0.0004
A-Celulase 21.11 0.0004 62.24 < 0.0001
B-Beta-glucosidase 0.88 0.3619 1.21 0.3084
C-Xilanase 3.38 0.0858 3.89 0.0892
D-Carga Sélidos 16.41 0.0010 14.12 0.0071
AB 0.53 0.4776 7.18 0.0316
AC 1.13 0.3054 8.42 0.0230
AD 0.53 0.4776 0.78 0.4072
BC 0.031 0.8620 1.40 0.2751
BD 2.34 0.1470 0.085 0.7790
) 2.3825 0.9592 0.41 0.5441
A 1.24 0.2827 1.77 0.2252
B2 2.89 0.1097 0.93 0.3674
c? 3.13 0.0973 2.07 0.1930
D? 10.14 0.0061 14.63 0.0065
ABC 7.39 0.0298
ABD 1.523E-003 0.9700
ACD 0.34 0.5767
BCD 0.59 0.4679
A’B 7.85 0.0265
AC 2.66 0.1472
AD 0.76 0.4133
AB? 6.87 0.0344
R? R’ adj R” = RZadj
= 0,9552 =0,9134 0,9823 =0,9267
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Os valores de R? obtidos mostram que existe um bom ajuste entre os valores estimados a
partir das equacoes de regressao geradas e os valores observados. Em ambas as equacdes os
factores mais determinantes na libertacao de aclUcares da amostra foram a concentracao de
celulase, com p-valores iguais a 0,0004 e inferiores a 0,0001, respectivamente para o modelo
das 42h e das 139h, e a concentracao de sélidos com p-valores iguais a 0,0010 e 0,0071
respectivamente para o modelo das 42h e das 139%h.

As equacoes 3.17 e 3.18 que a seguir se apresentam estimam a libertacao de agucares apos 42
e 139 horas de hidrolise enzimatica, em funcao das cargas dos trés complexos enzimaticos e
do teor de sdlidos utilizados.

(3.17) Agucares redutores apds 42h
= —626,4685 + 7,4100 x A+ 1,8151 X B 4+ 2,3537 X C + 475,0444 x D
—0,0077x AX B +0,0224 x AX C+ 05185 x A XD +0,0019 X B x C
+ 0,5444 X B x D —0,0370 X C X D — 0,0180 X A% — 0,0069 X B? — 0,0285 X C?
— 58,4500 x D?

(3.18) Acucares redutores apés 139h
= +377,6904 + 40,5181 X A — 21,7780 X B — 12,7393 X C + 262,9751 X D
+0,0689 x AXB—0,0753 X AXC+79339xAXxD+0,1170xB xC
+ 1,4675 X B X D +4,0109 X C X D — 0,4646 x A? + 0,0780 x B* — 0,0331 x C*?
—100,2530 x D2 — 0,0012 x A X B X C + 0,0006 x A X B X D
—0,0176 X AXCxD —0,0116 Xx BXxC x D + 0,0025 x 4> X B
+ 0,0025 x A2 X C — 0,0454 x A2 x D — 0,0010 X A x B?

A figura 3.50 apresenta a influéncia da concentracdo da celulase e do teor de sdlidos na
libertacao de acUcares redutores as 42h (a) e as 139h (b). As concentracdes de enzima sao

expressas no volume de reaccao (50ml).
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Figura 3.50 - Influéncia da concentracao da celulase e do teor de sélidos na libertacdo de
acucares redutores, as 42h (a) e as 139h (b) com as restantes condicdes constantes:

Beta-glucosidase = 165 p-NPGU; Xilanase = 82,5 IU
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De acordo com a analise da figura 3.50 o aumento da concentracao da celulase e do teor de
solidos (TS) favoreceu o aumento da libertacdo de aclcares da amostra. Como seria de
esperar uma maior concentracao de sélidos implica uma maior quantidade de material
passivel de ser hidrolisado, o qual, na presenca de uma maior quantidade de enzimas provoca
uma maior intensidade do processo hidrolitico. Podemos no entanto observar, comparando a
figura 3.50 a) e b) que para concentracdées mais baixas de enzima a libertacdo de aclcares
tende a estabilizar nos dois periodos temporais (42h e 139h). Veja-se que para uma
concentracao de 48,75 PFU e uma concentracao de solidos de 4,00% a quantidade de aclcares
libertados foi bastante idéntica, cerca de 1025mg/L, em ambos os periodos. Para
concentracdes mais elevadas de celulase verificou-se um comportamento distinto sendo
observado um claro aumento dos acucares libertados com o aumento do tempo de hidrélise
de 42 para 139h. Tal facto, pode indicar para concentracdées mais baixas de enzima, a
ocorréncia de uma inactivacdo das enzimas através do estabelecimento de ligacdes nao
produtivas, podenda estas ser resultantes da ligacdo da enzima a produtos da reaccédo ou a

lenhina presente na amostra.
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3.6.6 - Acucares libertados na HE em funcéo do tipo de pré-tratamento

A figura 3.51 compara os 3 melhores resultados na HE de cada um dos pré-tratamentos
realizados expressando-se a quantidade de aclcares libertada apos 174h de HE em funcao das
quantidades de aclicares que se encontravam disponiveis no RS, tendo em conta os agucares

existentes em 100g de biomassa.
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Figura 3.51 - Quantidade de acucares libertados nos 3 melhores resultados na HE, de cada
pré-tratamento, apds 174h de HE, em funcado da quantidade de aclcares existentes no RS,
tendo em conta os acglcares existentes em 100g de biomassa
1 - Pré-tratamento com H,SO, [A - temperatura (°C), B - tempo (min), C - concentracao (%)]
2 - Pré-tratamento com NaOH [A - temperatura (°C), B - tempo (min), C - concentracao (%)]
3 - Pré-tratamento com NaOH extra [A - temperatura (°C), B - tempo (min), C - concentracao (%)]
4 - Pré-tratamento com NaOH e H,0, [A - temperatura (°C), B - NaOH (%), C - H,0, (%)]

5 - Pré-tratamento com NHj [A - temperatura (°C), B - tempo (h), C - concentracao (%)]

Pela sua analise podemos observar que apesar do pré-tratamento acido gerar uma elevada
solubilizacdo dos aclcares presentes no RS, consegue durante a HE, ser o pré-tratamento que
promove a maior quantidade de acucares libertados, atingindo-se uma libertacdo maxima de
22,3g em 26,3g de aclcares disponiveis. Depois deste surge o pré-tratamento realizado com
concentracdes elevadas de NaOH, nos quais se atingiram se libertaram 18,3g de aclcares das
28,2g de aclcares existentes no RS. Com menor solubilizacdo de acglcares, o pré-tratamento
efectuado com NH; consegue, apenas com uma concentracao de 2,83%, promover a
libertacdo, apds 174h de HE, de 15,3g dos 37,8g dos aclicares que ainda se encontravam

retidos no RS.
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Capitulo 4 - Consideracdes finais
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0 trabalho realizado mostra que os residuos das podas do olival, com um teor de aclcares na
sua constituicao de 51,15% do seu peso seco, podem adquirir um papel relevante na producao
de etanol de 2* geracdo, transformando um desperdicio da manutencdo do olival numa
matéria-prima susceptivel de gerar riqueza e emprego. A viabilidade pratica dos projectos de
producao de etanol a partir dos residuos das podas do olival pode ainda ser melhorada se,
para além do etanol, existir o aproveitamento dos compostos intermédios que sao gerados na
sua producao aplicando um conceito de biorrefinaria. A utilizacao deste material como
matéria-prima para producdo de etanol de 2* geracdo podera ainda, relativamente aos
combustiveis fosseis usualmente utilizados (gasoleo e gasolina) e de acordo com a bibliografia
consultada, permitir uma reducao nas emissoes de CO, e um aumento no balanco energético,
tornando mais sustentavel do ponto de vista ambiental e energético a producao e utilizacao

deste combustivel.

De todos os pré-tratamentos efectuados, o pré-tratamento com acido sulfdrico foi aquele que
apresentou melhores resultados. Neste pré-tratamento obteve-se um rendimento de 84% na
hidrélise enzimatica, realizada com 18FPU/g de substrato, 36 p-NPGU/g de substrato e 36
IU/g de substrato, dos pré-tratados provenientes de pré-tratamentos efectuados com uma
concentracao de 4,09% (w/w), durante 102 minutos e com uma temperatura de 156°C. Nestas
condicoes atingiu-se a maior taxa de acUcares disponiveis para fermentacao, correspondendo
a soma dos agUcares libertados para o hidrolisado durante o pré-tratamento, com os aclcares
libertados durante a hidrélise enzimatica, a 90% dos acUcares existentes na biomassa.

Os resultados mostram que no pré-tratamento acido pode-se conseguir a solubilizacdo das
hemiceluloses com uma producdo minima de produtos de degradacao utilizando temperaturas
de pré-tratamento em torno dos 150-160°C, ainda que com cargas de acido mais elevadas. O
aumento para temperaturas acima de 160°C possui duas consequéncias ao nivel da producéo
de etanol de 2° geracdo. A primeira resulta da reducao das quantidades de acUcares
disponiveis para fermentacdao devido a transformacdo de aclcares em produtos de
degradacao, a segunda consequéncia advém do facto dos produtos de degradacdo gerados
possuirem a capacidade de inibir os microorganismos utilizados no processo fermentativo,
reduzindo por essa via a taxa de conversao de aclcares em alcool.

No trabalho realizado verificou-se que a solubilizacdo dos varios aclicares presentes no
material foi afectada de forma distinta pelos factores utilizados no pré-tratamento. A
solubilizacao da glucose foi particularmente influenciada pelo efeito conjugado da
temperatura com a concentracao de acido sulfurico (AC), enquanto que a solubilizacdo da
xilose foi influenciada em primeiro lugar pelo efeito da temperatura (A2 e A) e sé depois,
como a glucose, pelo efeito conjugado da temperatura com a concentracdo de acido sulfurico
(AC). Ja a solubilizacdo da arabinose foi influenciada por ordem decrescente pela
concentracdo de acido, pelo efeito conjugado da temperatura com o tempo (AB?), pela

temperatura (A%) e pelo efeito conjugado da temperatura com a concentracio de acido (A’C).
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Em termos de teores de aclcares solubilizados, a glucose foi o aclcar que apresentou a
menor taxa de solubilizacdo. Este aclUcar obteve uma solubilizacdo maxima de 36,3%, em
percentagem da glucose presente na amostra, nos pré-tratamentos realizados a 156°C,
durante 48 minutos e com 4,09% (w/w) de H,;SO4. Neste trabalho conseguiu-se atingir a
solubilizacado integral da xilose e da arabinose em diversos pré-tratamentos. A solubilizacao
integral da xilose foi verificada nos pré-tratamentos realizados com temperatura de 156°C e
concentracoes de H,S504 de 4,09%. A solubilizacao integral da arabinose ocorreu em condicdes
de menor severidade tendo sido observada inclusivamente em pré-tratamentos efectuados a
120°C. Nos pré-tratamentos realizados com temperaturas superiores a 156°C verificou-se um
decréscimo dos teores de glucose e xilose no hidrolisado possivelmente devida a degradacao
destes aclcares. A diminuicdo dos teores de arabinose no hidrolisado, possivelmente causada
pela sua degradacao, foi verificada para temperaturas acima dos 138°C.

A formacao de produtos de degradacao foi principalmente influenciada pelo aumento da
temperatura (A e A?). O efeito conjugado da temperatura com a duracdo (AB) dos pré-
tratamentos também influenciou a formacdo destes produtos. No modelo construido a
concentracdo de acido nao teve influéncia nas concentracdes de produtos de degradacao
obtidas. Ao contrario de outros autores nao verificAamos no presente trabalho a influéncia do
sinergismo entre a concentracdo de acido e o tempo de residéncia (BC) no aparecimento de
produtos de degradacao nos pré-tratamentos acidos (Heredia-Olea et al., 2012). A formacao
de produtos de degradacao foi verificada para temperaturas acima de 110°C tendo no
entanto, aumentado consideravelmente a deteccao destes compostos no hidrolisado, a partir
dos 156°C.

Na hidrélise enzimatica subsequente verificou-se, em todos os pré-tratados com acido
sulfirico, um aumento dos rendimentos com o aumento das concentracoes de enzima
utilizadas. Assim, quando triplicAmos a quantidade de enzimas de 6PFU, 12 p-NPGU e 12 IU
por grama de substrato para 18PFU, 36 p-NPGU e 36 IU por grama de substrato, verificou-se
um aumento médio de 75%, ao fim de 174h, no rendimento da hidrolise enzimatica. Ao
contrario do indicado por diversos autores, nao verificamos na hidrélise enzimatica uma
estabilizacdo na quantificacao dos acucares libertados apos as 72h. Neste trabalho observou-
se em todos os pré-tratados, em especial nos realizados a 180°C e a 156°C com uma
concentracao de acido de 4,09%, um aumento da taxa de aclcares libertados até ao término
do periodo de hidrolise (174h). Este facto mostra, em particular para concentracdes de
enzima mais baixas, que estas continuam a actuar sobre o substrato, especialmente se este se
encontrar mais acessivel pelo pré-tratamento. Ao aumentarmos a carga enzimatica observou-
se, apos as 72h de hidrolise enzimatica, que os aumentos nas taxas de libertacao de aclcares
foram especialmente induzidos pela carga de acido aplicada, em detrimento da temperatura

ou da duracao do pré-tratamento.
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Nos pré-tratamentos alcalinos a quantificacdo da lenhina no hidrolisado pelo método utilizado
parece sobrestimar a determinacao dos teores de lenhina solubilizada. Este facto, pode
resultar da quantificacdo como lenhina de outros compostos, nomeadamente parte dos
extractaveis que possam ter sofrido condensacdo ou de agUcares que tenham permanecidos
ligados quimicamente a lenhina solubilizada.

Nos pré-tratamentos com NaOH as taxas de remocdo de lenhina foram manifestamente
diferentes entre os pré-tratamentos modelados e os pré-tratamentos extra. Estes Ultimos
foram realizados com as mesmas condicoes de temperatura e duracdao, mas com uma
concentracao da base dez vezes superior. Assim obteve-se uma taxa maxima de remocao de
lenhina de 14,1% nos pré-tratamentos modelados efectuados com uma temperatura de 90°C,
durante 120 minutos e com uma concentracdo de hidroxido de soédio de 3,25%. Nestas
condicoes o residuo solido reteve 71,6% da glucose, 78,5% da xilose e 67,0% da arabinose
relativamente as quantidades destes acUcares presentes na amostra. A taxa maxima de
remocao de lenhina subiu para 54,7% nos pré-tratamentos extra efectuados com uma
temperatura de 120°C, durante 100 minutos e com uma concentracao de NaOH de 50,00%.
Contudo, nestas condicoes o residuo sélido reteve apenas 54,7% da glucose, 36,7% da xilose e
10,8% da arabinose, relativamente as quantidades destes aclUcares presentes na amostra. O
aumento em dez vezes da concentracao de hidréxido de sodio provocou, em relacao aos
ensaios modelados realizados com a mesma temperatura e duracdo, uma reducdao média de
acucares no residuo solido de 1,2 + 0,1 para a glucose, de 2,1+ 0,2 para a xilose e de 6,6+ 1,3
para a arabinose.

Durante a hidrolise enzimatica, os pré-tratamentos realizados com concentragcdes mais
elevadas de NaOH (15,0 a 61,9%) conseguiram libertar uma maior quantidade de acucares,
comparativamente com os realizados com menor carga de NaOH (1,50 a 6,10%), apesar de
possuirem uma menor quantidade de aclcares retidos no residuo solido. Nos pré-tratamentos
com NaOH atingiu-se, na hidrolise enzimatica, um valor maximo de 64,7% na taxa de
libertacdo de aclcares, apos 174h, nos pré-tratados resultantes de pré-tratamentos
realizados com temperatura de 120°C, durante 40 minutos e com uma concentracao de NaOH
de 15,0%. Os pré-tratados alcalinos onde se verificaram as maiores taxas de libertacao de
acucares durante a hidrolise enzimatica ndao foram aqueles que sofreram as maiores taxas de
remocao de lenhina (120°C, 100min, NaOH = 50%), o que nos leva a equacionar que no pré-
tratamento alcalino, o sucesso da hidrélise enzimatica possa nao se encontrar somente

dependente das taxas de remocao de lenhina obtidas.
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Nos pré-tratamentos com NaOH e H,0, obteve-se uma taxa maxima de remocao de lenhina de
22,6% nos pré-tratamentos realizados com uma temperatura de 140°C e com concentracoes
de NaOH e de H,0, de 3,25%. Nestas condicoes o residuo soélido reteve 70,4% da glucose,
77,6% da xilose e 43,2% da arabinose relativamente as quantidades destes aclcares presentes
na amostra. A adicao de peroxido de hidrogénio fez aumentar as taxas de remocao de lenhina
mas também aumentou a solubilizacdo dos aclcares, ndao sendo este efeito no entanto
uniforme. Assim foi verificado que para concentracdes baixas de NaOH (1,50%) o aumento de
H,0, diminuiu a taxa de retencdo de aclcares no residuo sélido. Para concentracées mais
elevadas de NaOH (5,00%) foi verificado um efeito oposto, aumentando a retencao de
acucares no residuo solido, especialmente da glucose e da xilose, com o aumento da carga de
H,0,, sendo este efeito mais notorio nos pré-tratamentos efectuados com temperaturas mais
baixas.

Na hidrdlise enzimatica o aumento da carga enzimatica, de 6FPU, 12 p-NPGU e 12IU para
18FPU, 36 p-NPGU e 36IU por grama substrato, promoveu acréscimos médios na taxa de
libertacao de aclcares de 39% dos pré-tratados. Nao se provaram neste trabalho acréscimos
significativos nas taxas de libertacdo de aclcares, durante a hidrélise enzimatica, dos pré-
tratados que sofreram adicdo de H,0, relativamente aos pré-tratados resultantes de pré-

tratamentos realizados apenas com NaOH.

No pré-tratamento com NH; obteve-se uma taxa de remocao de lenhina de 27,8% nos pré-
tratamentos efectuados com temperatura de 93,5°C, durante 7,09h e com uma concentracao
de NH; de 13,17%. Nestas condicdes o residuo solido conseguiu reter 68,8% da glucose, 72,8%
da xilose e 23,4% da arabinose relativamente as quantidades destes aclcares presentes na
amostra. No pré-tratamento com NH; o aumento da temperatura e da concentracdo de NH;
provocou para além de uma maior taxa de remocédo de lenhina, uma maior solubilizacdo dos
acucares presentes no residuo solido.

Na hidrolise enzimatica o aumento da carga enzimatica, de 6FPU, 12 p-NPGU e 12IU para
18FPU, 36 p-NPGU e 36IU por grama substrato, promoveu acréscimos médios na taxa de
libertacao de aclcares de 38% nos pré-tratados com NH;.

Neste pré-tratamento foi conseguida uma taxa de libertacao de aclcares de 40,5%, apos 174h
de hidrdlise enzimatica, em pré-tratados com apenas 2,83% de concentracdao de NH;. Este
facto leva-nos a equacionar, em trabalhos futuros, a possibilidade de realizarmos pré-
tratamentos alcalinos com menores valores de temperatura e concentracao de base, mas com

tempos de duracao mais elevados.
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A relacao entre os varios complexos enzimaticos foi estudada utilizando a matéria-prima, sem
qualquer pré-tratamento, de modo a avaliar a possibilidade de eventuais interaccoes entre as
enzimas utilizadas.

Nos resultados da determinacdo das interaccoes entre os complexos enzimaticos, a
concentracao de celulases foi considerada o principal factor limitante no desenvolvimento da
hidrdlise enzimatica, tendo sido observada para baixas concentracdes de celulases uma
estabilizacdo na libertacao de aclcares mesmo aumentando a quantidade de substrato
disponivel.

Na determinacédo das interaccées entre os complexos enzimaticos podemos observar que a
aplicacao de baixas concentracdes de beta-glucosidade e xilanase nao limitou o rendimento
da hidrolise enzimatica. Uma explicacdo para esta constatacao, resulta das beta-glucosidades
e xilanases actuarem respectivamente sobre substratos soliveis ou amorfos, possuindo como
tal, velocidades de hidrdlise mais elevadas que as das celulases que actuam sobre substratos
com regides cristalinas. Neste trabalho, ao contrario do que é sugerido pela bibliografia
consultada, pensamos que a relacdo entre celulases e estes complexos enzimaticos (beta-
glucosidade e xilanase) pode ser de 3 para 1, em vez de 1:2. A reducdo nas quantidades de
beta-glucosidade e xilanase utilizadas na realizacdo do processo de hidrolise enzimatica

podera assim representar uma poupanca econdmica.

Em trabalhos futuros pretendemos realizar o processo na sua totalidade, com a etapa de
fermentacao incluida, de modo a completarmos o processo de producédo de etanol a partir de
materiais lenhoceluldsicos. Na fermentacdo gostariamos de comparar o rendimento global
entre a fermentacao conjunta e a fermentacao separada das pentoses, utilizando neste
Ultimo processo diferentes microorganismos (Pichia stipitis para as pentoses e Saccharomyces
cerevisiae para as hexoses).

Também gostariamos de efectuar uma analise comparativa entre diferentes materiais
lenhocelulosicos, ou seja, analisar o efeito do mesmo pré-tratamento em diferentes
materiais, de modo a conseguir perceber pela diferente composicao e estrutura dos
materiais, os resultados obtidos.

Os materiais lenhoceluldsicos que se nos afiguram mais interessantes para este tipo de estudo
podem ser divididos em 3 classes. Na primeira classe de materiais, gostariamos de analisar a
producao de etanol a partir de outros residuos, como residuos florestais, sarmentos das podas
da vinha, matos e a fraccdo organcica dos residuos solidos urbanos. Numa segunda classe
consideramos interessante a avaliacao de culturas florestais de curta rotacdao, como o
choupo,o salgueiro, a paulownia e o eucalipto. Na ultima classe gostariamos de avaliar a
fraccao lenhocelulésica de materiais utilizados na producao de biocombustiveis de 1? geracao

como, a Jatropha curcas, os caules do milho e o bagaco de cana-de-aclcar.
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