Universidade Departamento de Quimica
de Aveiro
Ano 2012/2013

Natalia Alexandra Processos de fracionamento para a valorizacao da

da Silva dos Santos palha de milho

Aveiro, 2013






Universidade Departamento de Quimica
de Aveiro
Ano 2012/2013

Natalia Alexandra Processos de fracionamento para a valorizacao da

da Silva dos Santos palha de milho

Tese apresentada a Universidade de Aveiro para cumprimento dos requisitos
necessarios a obtencdo do grau de Mestre em Quimica com ramo nos Recursos
Renovaveis e Biorrefinarias, realizada sob a orientacéo cientifica do Doutora
Florbela Carvalheiro, Investigadora Auxiliar do Laboratério Nacional de Energia e
Geologia, e sob a co-orienta¢do da Doutora Ana Barreto Xavier, Professora
Auxiliar do Departamento de Quimica da Universidade de Aveiro

Aveiro, 2013






Dedico este trabalho aos meus pais, irmao e padrinhos






o juri Doutor Artur Manuel Soares da Silva

Presidente Professor Catedratico do Departamento de Quimica da Universidade de Aveiro

Doutora Florbela Carvalheiro Amaro

Investigadora Auxiliar do Laboratério Nacional de Energia e Geologia

Doutora Maria da Conceigao Fernandes

Investigadora Po6s-Doc do Centro de Biotecnologia Agricola e Agro-alimentar do

Alentejo

VIl






Agradecimentos

Ao Doutor Francisco Girio Diretor da Unidade de Bioenergia, na qual realizei o
estagio, pela possibilidade concedida.

A minha orientadora na Universidade de Aveiro, a professora Doutora Ana
Xavier Barreto, pela orientagdo cientifica concedida ao longo do trabalho.

A Doutora Florbela Carvalheiro, por toda a ajuda e dedicagio desde o primeiro
dia, pela simpatia, compreensdo, orientagdo e por tudo o que me ensinou ao longo deste
ano. Obrigada!

Ao Investigador Luis Duarte, pela disponibilidade incondicional, paciéncia e
profissionalismo.

Ao Doutor Rafal pelo apoio prestado nos tratamentos catalisados com CO,.

A Doutora Luisa B. Roseiro pelo apoio prestado na caraterizagio das lenhinas
soluveis.

A Céu e a Belina pelo apoio prestado a nivel experimental.

A todos os colegas de laboratério pelo apoio prestado e excelente ambiente de
trabalho proporcionado.

A Patricia e ao Pedro, obrigado por tudo que me ensinaram e por toda a ajuda
prestada, levo comigo um pouco de vocés.

A Ivone, para além de colega de trabalho tornou-se uma amiga, obrigada por
teres sido mais que um pilar para mim. Obrigada por tudo que me ensinaste e por todo
o profissionalismo que me incutiste. Obrigada Ivone!

A Ana, colega de casa, colega de trabalho, companheira deste dificil ano.
Obrigada pelo apoio, sem duvida ha coisas que ndo acontecem por acaso.

A Carla, & Soraia, a Jack, a Vania, & Daniela, a Andreia, a Liliana, o meu muito
obrigada pela amizade, pela confianga e por estarem 14 e me ouvirem nos momentos em
que mais precisei.

A Ana Henriques, & Carla Bras, a Carla Fardilha, ndo fazem ideia do quanto
vocés foram em muitos momentos ao meu refigio. Obrigada por tudo o que me
proporcionaram aprender, que sem duvida me fez chegar até onde estou hoje.

Ao Jodo Ministro, pela enorme amizade, carinho e cumplicidade. Obrigada por
todo o apoio, por todas as vezes que precisava de desabafar e estavas 14, por toda a
confianga, pois ndo duvidaste nunca nem me deixaste duvidar. A ti, meu grande amigo,
0 meu, Muito Obrigada!

Por fim, aos meus pais e ao meu irmdo, sem eles nada disto seria possivel.
Obrigada por acreditarem e por todo o apoio que me deram ao longo dos anos,
principalmente este ano, sem vocés, eu ndo conseguia. Paulo, obrigada por todo o

companheirismo e cumplicidade que nos ¢ tdo carateristico.

IX






palavras-chave

Resumo

Biorrefinarias, dioxido de carbono, pentoses, processos hidrotérmicos, sais inorgénicos,
xilitol

O presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de um processo integrado
para a valorizagdo da palha de milho tendo por base o fracionamento seletivo dos seus
componentes estruturais

Para a hidrolise seletiva da hemicelulose foram estudados trés processos de pré-
tratamento: 7) auto-hidrélise, e processos catalisados com i) didxido de carbono e iii)
nitrato de ferro. Em todos os tratamentos hidrotérmicos a hemicelulose solivel foi
maioritariamente recuperada na forma oligomérica, tendo atingido valores semelhantes
para a auto-hidrolise e para os processos catalisados com CO,, respetivamente 36,5 e
32,3 g/100 g arabinoxilana. Ao contrario dos processos anteriores, no processo
catalisado com Fe(NOs);, a recuperagdo mais elevada de pentoses soliveis ocorreu na
forma monomérica, 79,6 g/100 g arabinoxilana.

Os hidrolisados resultantes da hidrélise com Fe(NOs); nas condigdes otimizadas foram
utilizados para o crescimento e, e apds concentragdo e/ou destoxificagdo, como meio de
cultura para a produgdo de xilitol pela levedura Debaryomyces hansenii CCMI 941. Foi
possivel obter crescimento celular e producdo de xilitol ndo se tendo observado uma
melhoria da eficiéncia pela utilizagdo de métodos de destoxificagdo, pelo que este
processo de hidrolise apresenta elevadas potencialidades para a valorizagdo
biotecnoldgica da palha milho.

Para a valorizagdo dos residuos soélidos, ricos em celulose e lenhina, foi avaliada a
remoc¢do da lenhina através da utilizagdo de processos organosolv utilizando misturas
etanol-agua. O rendimento de deslenhificagdo mais elevado, 80,4%, foi obtido para os
solidos resultantes da auto-hidrdlise sendo os valores obtidos para os processos
catalisados com CO, da ordem dos 70%. Para todas as condi¢Bes, o tratamento de
deslenhifica¢do ndo afetou a glucana remanescente, cuja sacarificagdo enzimatica foi

significativamente aumentada relativamente a matéria-prima inicial.
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This work aims to develop an integrated strategy for the selective fractionation of corn
straw into its structural components and to study their upgrade potential.

For the selective recovery of hemicellulose, three processes were optimized: i) auto
hydrolysis, ii) carbon dioxide and iii) Fe(NOs); catalyzed processes. All treatments
enabled the recovery of hemicellulose-derived products, and oligosaccharides were
the main products produced by auto hydrolysis and carbon dioxide assisted processes
in a yield of 36.5 and 32.3 g/100 g arabinoxylan, respectively. In contrast, Fe(NO;);
catalyzed process produces the highest recovery of soluble pentoses, mainly in the
monomeric form, 79.6 g/100 g arabinoxylan.

The later hydrolysate was used as culture medium for growth, and after concentration
and/or detoxification, for xylitol production by the yeast Debaryomyces hansenii
CCMI 941. An efficient growth and xylitol production was obtained even in non-
detoxified medium, demonstrating that detoxification does not have an evident effect
on xylitol production, and thus this hydrolytic process would have high potential for
biotechnological upgrading of corn straw.

Lignin removal was evaluated using organosolv processes based on ethanol:water
mixtures. The highest delignification yield, 80.4%, was obtained for autohydrolysis
treated solids. The delignification treatment did not significantly affected glucan,
whose enzymatic digestibility was significantly increased for all tested conditions as

compared to the feedstock.
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Simbolos e abreviaturas

Abs Absorvancia num determinado momento

Absg Absorvancia inicial

AcO Grupos acetilo ligados aos oligossacarideos

Ara Arabinose
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HPLC Cromatografia Liquida de Alta Pressao (do inglés High Pressure
Liquid Chromatography)

INE Instituto Nacional de Estatistica

LHW Auto-hidrolise (Liquid Hot Water)

ML Materiais lenhoceluldsicos
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Qx Produtividade celular (g'L™'h™")

Ro Fator de severidade

RLS Razao liquido-sélido

TEVM Microelementos, Vitaminas e Minerais (do inglés 7Trace

Elements, Vitamins and Minerals)

TFA Acido trifluoroacético
XDH Xilitol-desidrogenase
Xt Concentracio final de biomassa (g'L™)

XV



Xn
XOH
XR
Xyl
Yxs

Y xilitol

Mmax

Concentragio inicial de biomassa (g'L™")
Xilana (g/100 g)

Xilitol

Xilose-redutase

Xilose

Rendimento celular (g'g™)

Rendimento em xilitol (g-g™)

Taxa especifica maxima de crescimento (h™")

XVI



SIMDOI0S € ADIreVIATUIAS. ..ciicrreriisrssssssesisssssssrsssssssssssssssssssasssssssssssssssssnsssassssssssnssssssssnsssnns XV
J0000) (00030 3 (6101 7. W XXI
INDICE DE TABELAS «.eveuvesessesessessessessssessessesssssssessessessasessessessessasessessessessasessessesesssseasesses XXIII
B I 310000 T L0 o U 1
1.1. O conceito de biorrefinaria......ccemiiermeier s ————————— 1
1.2. Os materiais 1eNhoCelUlOSICOS .....ocvvrrrrsrrrmsserssssessssssssssssssssssssssssssssssssnssssssssssnses 3

00 TR N ) 111 0 6

1.2.2. AS heMICEIUIOSES.....ccvierreriresrinssisssssnsssssssssssnsssssssasssnssssasssnssasssssas sennsssnsssnssssnsnsanssnnnan 6

00 20 N0 =3 411 10 - 8

1.2.4. Outros compostos POIIMEriCOS ... 9

1.2.5. Compostos de baixa massa Molecular .........——————— 10
1.3. Aproveitamento de residuos agroindustriais: a palha de milho .......... 10
1.4. Métodos de fracionamento dos materiais lenhoceluldsicos .......ceerrunne 13

7 300 T 1< 0 Yo o T3 Wm0 2 14

1.4.1.1. Hidroélise com Acid0S CONCENEIIAAOS ..ucuirreecercereeesrsessssssssssssssssss s ssssssssssssssssans 16
1.4.1.2. Hidroélise com Acid0OS dilUIAOS . s s ssssssssssssssssssssssans 16
1.4.2. Mét0d0S hidIrOtEIrTNICOS ...ovveerieriresrsssrssmsssssssssssssssssssssnssssssssssssnssssssssasssnssssnsssnssssnsnses 17
B 0 T N Lo T 0 e o ) EY =T 18
1.4.2.2. Processos cataliSados COM CO2 unsicsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 18
1.4.2.3. EXPlOSA0 COM VAPOT c.ucuieuerurieureenseessessssssessesssasssesssssssssssessss s essssssssssssssssesssssssssssesanes 19

1.4.3. Hidrodlise com sais INOIrgANICOS .....cccuimnmnsisssmsmssissssssssssssssssssssssssssssssssssssnsas 19

1.4.4. MEt0d0S €NZIMALICOS .uervrerrrsrinsisssssssrsssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssssasssnssssnsssnssssnssses 20

1.4.5. Métodos para o fracionamento seletivo da lenhina.......cccocevrinscsscinninnsnnnns 21

1.4.6. Fator de SeVeridade ......ccccuvvrisemismmismsssssssmssssssssssssssssssssssssssssnssssssssasssnssssssssnssssssnses 22
1.5. Formacao de inibidores durante os processos de hidroélise............eu.... 22

1.5.1. Métodos de destoxifiCagao......mmmmmmmmmmmm s ————— 23
B T 0 00l () 24

1.6.1. Métodos de producao do XilitOl......ciiininsni s 25

XVII



1.6.2. Microrganismos produtores do Xilitol........oin. 27

1.6.3. Alevedura Debaryomyces RANSENIi....uissssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsas 28
1.6.4. Metabolismo da D-xilose em 1eveduras ... 28
1.6.5. Fatores que influenciam a producao biotecnoldgica do xilitol ................... 29
2. Materiais € MEtOAO0S. ... 33
2.1, Matéria-Prima ... sssssssassssssssssssssasass 33
2.1.1. Caracterizacdo granulomeétriCa.. ... 33
2.2. Pré-extracao aquosa da palha de milho ... 34
2.3. Fracionamento seletivo das hemiceluloses .........cninnnnnnsnssscsnsnsnnnns 34
2.3.1. Tratamento hidrotérmico catalisado com COz ......cccuvsscrmsesnsmsnsmsnssssnsesssssnens 34
2.3.2 AULO-NIdIOlISe et sn s 36
2.3.3. Hidroélise com Sais iNOTGANICOS ....cccuiinmsmsmsnsssmssssissssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 37
2.4. Deslenhificagao ... ——————————— 37
2.5. Hidrolise ENZimatica ......omsmsmsmsssssmsssmmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 37
2.6. Obtencao de hidrolisados para os ensaios de bioconversao.................. 38
2.6.1 Destoxificacdo dos hidrolisados ... ————— 38
2.6.1.1. AJUSEE A€ PH et 39
2.6.1.2. Tratamento cOm Carvao atiVAd ... erereermesmesseessessessesssessessssssessesssssesssessessssssessesns 39
2.6.1.3. Concentracdo do hidroliSado ... ssssssssssssssssssessens 39
2.7. Bioconversao dos hidrolisados ... 40
2.7.1. Preparacao dos meios de CUltUTa ....coonismsnsissisinsississssssssssssssssssssssssssssssssens 40
2.7.2. MICTOTZANISITNIO...cciirmisirmssmstssmsssssssssssssssssssssnssssns st sas s sas s sas e sbs s sb s s b aas st sas s sassssenes 40
2.7.3. Ensaios de crescimento Celular....... s 40
2.7.4. Ensaios de producio de Xilitol......cinisssssnnninsinnnissssssssssssssssssssssnns 41
2.7.4.1. Preparacao d0O iNOCULO ..ttt sssessse b sessss s sesssesssessse s st sesees 41
2.7.4.2. CONAICOES A€ CUILUTA eureerrvreurerrerrreresresssesessesssesessesssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssesssens 41
2.8. Métodos ANALItiCOS ... ———— 42
2.8.1. Caracterizacido quimica da matéria-prima e residuos sé6lidos resultantes
A0S Pré-tratamENtOS....cciuicsesmsmssrssrssssssssss st ss s s s R sR s R s A s e e R R AR AR e R AR R R e e R R AR s 42
2.8.1.1. Determinacdo da humidade ... sesssssssssssseseens 42
2.8.1.2. Determinacao da CINZA ....coerenssrsennesnesssesssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 42

XVII



2.8.1.3. Determinacao do reSIdUO SECO ..nerrrnrersesresssensessssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssessens 43

2.8.1.4. Determinacio da concentracdo de biomassa celular ........nenneneeneerseeneens 43
2.8.1.5. Determinacdo do teor de eXtratAvVels ... cmensenseressssssesesssssssssssesssssseseens 43
2.8.1.6. Determinacao da PrOteINQ .. ecereeereesseessessseesseisesssessesssesssesssesssesssssssesssssssssees 44
2.8.1.7. Determinacao dos polissacarideos e grupos acetilo.......oreereeeneesneenneennens 44
2.8.1.8. Determinacido da lenhina KIasomn .......ncncnsenscsessesessesssesssssssssssssssesesens 45

2.8.2. Determinac¢ao de monossacarideos, acidos alifaticos e composto

FUTANICOS v 45
2.8.3. Determinacao dos 0ligosSacarideos......uu i 46
2.8.4. Determinacao de compostos feNOliCOoS. ... 47

3. Resultados € DiSCUSSA0 ... sssssssssssssasssssssssnns 48
3.1. Caraterizacao da palha de milho.......is 49
3.1.1. Caracterizacao granulomeétrica.......un s ————— 49
3.1.2. Caracterizacao qUIMICA ....ccuiismsmsmsmsmsmsmssssssssssssns s sss s snsns 50

3.1.3. Caraterizacao dos licores e residuos sdlidos resultantes a pré-extracao

0 L) (01 51
3.2. Fracionamento seletivo das hemiceluloses ........ccconnrinnsssnnsscinssscsnnnnns 52
3.2.1. Tratamentos hidrotérmicos....... i —————————— 52
3.2.1.1 Tratamento com pressao inicial de CO2 de 400 PSi..ncrereereereeseesernseesseeneees 54
3.2.1.2. Tratamento com pressao inicial de CO2 de 600 PSi....ccccovuereereereereenneenneenneennees 60

R T07/28 URC TSN Lo 0 1 oo 1 £SO 66
3.2.2 Hidrolise com SaiS iNOTZANICOS ...occvrmsmsmsmsmssssssssssssmsssssssssssssssssssssssasssssssssssssssns 68
3.2.3. Deslenhificacao 0rganosoly ... nssss—————— 75
3.2.4. Hidrolise enZimatiCa......coummmmmsmsmsmsssmsssmsssssssssssssssssss s ssssssssssssssssassssssssns 78
3.3. Crescimento da levedura Debaryomyces hansenii em hidrolisado......79
3.4. Efeito da destoxificacao na composiciao quimica do hidrolisado ......... 83
3.5. Efeito da destoxificacdo e suplementac¢ao na producao de xilitol........ 85
4. Conclusao € PersSPetivas ... 91
L 2310) D10 o3 1= 1 i - 93
ANICXOS et A R AR AR RS 103

XIX






INDICE DE FIGURAS

Figura 1 — llustracdo do conceito de biorrefinaria ......ccccceeeeeecciiiiiiiieeee e 2
Figura 2 - Organizacgdo estrutural dos componentes macromoleculares de materiais

12101 Vo Tol=] [N Fo Ty ole - TR 5
Figura 3 - Representacdo esquematica de uma molécula de hemicelulose (xilana)...........ccccvvveeeeen. 8
Figura 4 - Percursores da l€NhiNa. ..... ... e e e et rre e e e e e e e e e e e e ararraaaees 8
Figura 5 - Producdo mundial de milno. ......coooiiiiiiiiiiiec e e 11
Figura 6 - Principais produtos resultantes da hidrdlise de um material lenhoceluldsico ................ 14

Figura 7 - Mecanismo proposto para a cisdo das ligacdes glicosidicas na despolimerizacdo das

hemiceluloses €M MEIO ACIHO. ..ivuuiiiiiiiiiee et e e e s bte e e s s saabe e e e e s nbeeeeeenaseeas 15
Figura 8 - Fluxograma da producao de xilitol por via quimica e biotecnoldgica............cccccuvvvrnenen.n. 26
Figura 9 — Esquema do sistema dos tratamentos hidrotérmicos catalisados com CO, ................... 36
Figura 10 — Distribuicdo das diferentes fragGes granulométricas da palha de milho ...................... 49
Figura 11 — Perfis de temMPEeratura @ PreSSA0 ......ccuuiieeeieeeeeiiiiiiiiirreeeeeeeeeeesssntrrraeeeeesaseseesssnssssanesees 53

Figura 12 — Recuperacdo das arabinoxilanas e rendimentos em func¢do do fator de severidade,
apos os tratamentos hidrotérmicos a pressado inicial de CO, de 400 PSi ....ceeveeeeeeeeviccniiiiieeeeeeeeeenn, 55
Figura 13 - Recuperacdo das glucanas e rendimentos em funcdo do fator de severidade, apds os
tratamentos hidrotérmicos a pressao inicial de CO; de 400 PSi ...cccoeveeeiviiiiiiieeee e eeccciirreree e e e 56
Figura 14 — Recuperacdo de lenhina Klason em funcdo do fator de severidade apds os tratamentos
hidrotérmicos a pressao inicial de CO; de 400 PSi .......uuiiiiieieeeiiiiiiiiiiiiieeeee e e e e eeeecirrrrereeeeaeeeseesaennns 60
Figura 15 - Recuperacdo das (arabino)xilanas e rendimentos em fungdo do fator de severidade,
apos os tratamentos hidrotérmicos a pressdo inicial de 600 PSi........cccccuvviieeeeeeeeiiccccciiieeeeeee e, 61
Figura 16 - Recuperacdo das glucanas e rendimentos em funcdo do fator de severidade, apds os
tratamentos hidrotérmicos a pressao inicial de CO; de 600 PSi.....ccceeeuvviiiiiieeeeeecececcciirieeeee e e 62
Figura 17 - Recuperacdo de lenhina Klason em fungdo do fator de severidade apds os tratamentos
hidrotérmicos a pressao inicial de CO; de 600 PSi .......uuuieeieieeeiiiiiiiiiiiiieeee e e e e e eeeccrrrrereeeeeeeeeeeeaennns 65
Figura 18 - Composicao relativa dos hidrolisados obtidos para a auto-hidrélise (AH) e tratamentos
hidrotérmicos com diferentes pressoes iniciais de CO, (400 Psi e 600 Psi) nas condi¢cGes de
severidade correspondentes a reCUPEragan MAXIMA ......uuuuiieeieeeeeeeeeiiiiiiirereeeeeeeeeseeeenrrssrereeesaaseeans 67
Figura 19 — Composicdo relativa dos residuos sélidos obtidos para a auto-hidrdlise (AH) e
tratamentos hidrotérmicos com diferentes pressdes iniciais de CO, (400 Psi e 600 Psi) nas
condicOes de severidade correspondentes a recuperacdo maxima de pentoses........ccccveeeeeeeeennnn. 68
Figura 20 — Recuperacdo das arabinoxilanas e rendimentos em func¢do do fator de severidade,
APOS hidrolise COM FE(NO3)3 wurriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e e e e e e ettt e e e e e e e e e e sttt braaeeeeeaaeeseesansrssaeaaeaaaaeeeans 70
Figura 21 — Recuperacdo das glucanas e rendimentos em fung¢do do fator de severidade, apds
VLo [ oY Tyl T oo T o= (VO ) U UUUUUROt 71
Figura 22 — Recuperacdo da lenhina Klason em fungdo do fator de severidade apds o tratamento
(oloT 00 I o<1 (N[ 2 U UPURRRR 75
Figura 23 — Recuperacdo dos polissacarideos apds deslenhificagdo dos residuos sdélidos por auto-
hidrolise (AH) e tratamentos hidrotérmicos com diferentes pressdes iniciais de CO, (400 Psi e 600
Psi) nas condicOes de severidade correspondentes a recuperagdo maxima de pentoses............... 77

XXI



Figura 24 — Perfis de crescimento da levedura D. hansenii em hidrolisado resultante da condi¢do
otimizada na hidrdlise COM FE(NO3)3 ..cceecuriiiiiiiiiiee e e ettt e e e e et brre e e e e e e e e e e e e anarsraeaeeaaaeeeeeas 80
Figura 25 — Perfis de consumo de xilose, glucose, arabinose, acido acético, glycerol, HMF e furfural
da levedura D.hansenii em hidrolisado suplementado........ccccceeeeieeeciiiiiiiiieeeee e 82
Figura 27 — Perfil de consumo de xilose, arabinose e glucose, acumulagao de xilitol, etanol e
glicerol e de crescimento da levedura D. hansenii, em hidrolisado concentrado ndo-destoxificado

0] o1 =T 0 1= a1 €= Tc [ TS S U U PURRR 87

XXII



INDICE DE TABELAS

Tabela 1 - Plantagdo mundial (ha) dos principais CEreais .......cccvvuieeeeeeeeeiceccciiireee e 12
Tabela 2 - Composicdo da palha de milho (% base SECA) ....cciviuiiiiiiiiiiiie e 12
Tabela 3 - CondigOes operacionais utilizadas na hidrélise com acido diluido de diferentes materiais
12T 0 Vo Tol=Y [N Fo Ty ole -3 PRSP 17
Tabela 4 - Principais enzimas envolvidas na hidrdlise de Xilanas.......ccccccoeeecciiiiiiiieei e, 21
Tabela 5 - Propriedades fisicas e quimicas do XilitOl ..........cooccciiiiiieiiiii e, 25
Tabela 6 — Dimensdes dos peneiros usados na caracterizagao granulomeétrica..........cceeeecvvvvveeenn. 33

Tabela 7 — Ensaios realizados em hidrolisado concentrado para avaliacdo do efeito da

(o 1Y (o) ] fTor=Tor- Lo N =T U] o] (=] 4 4 T=T o1 = o= o S U U PURPR 42
Tabela 8 — Equipamento e condi¢des de operagdo para as analises por HPLC............cooeecvvvvinneenn. 46
Tabela 9 — Composi¢do quimica média da palha de milho (% base seca)......ccccoecvvereivciieeeencinennnn, 50
Tabela 10 — Rendimentos e respetivas concentragdes de aglcares obtidos nos licores resultantes

da pré-extracdo aquosa da palha de MilNO ... 51
Tabela 11 — Composicdo polimérica da palha de milho apds pré-extragdo aquosa ..........cccevveeeee. 52

Tabela 12 — CondigGes experimentais utilizadas nos diferentes ensaios de processamento

o1Te [0} =12 01 ol U PRSP 54
Tabela 13 — Composicdo (g'L™) dos licores obtidos a partir dos tratamentos hidrotérmicos
catalisados com CO; a uma pressdo inicial de 400 PSi......cccveeieeeeieieeiiiiiiiiieeeee e eecccrrrreee e e e e e 58
Tabela 14 — Composicdo polimérica dos residuos sélidos obtidos apds tratamento hidrotérmico
catalisado com CO, a uma pressao inicial de 400 PSi......ccuuviiiieeeeeeieeiiiiiiiiieeeee e e e eeeccirrrreeeeeea e e 59
Tabela 15 — Composicdo (g'L™) e respetivos valores de pH dos licores obtidos a partir dos
tratamentos hidrotérmicos catalisados com CO,, a uma pressao inicial de 600 Psi..........ccccee........ 64
Tabela 16 - Composicdo polimérica dos residuos sélidos obtidos apds tratamento hidrotérmico
catalisado com CO,, a uma pressao inicial de 600 PSi..........uueeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiieeeee e e eccccirrreeeeeeea e e 65
Tabela 17 — Composicdo (g'L™) e respetivos valores de pH dos licores obtidos a partir da hidrélise
da palha de Milho COM FE(NO3)3 .uiiiiiii ittt e et e e e e e e e e e e e e anbesrreaaeaaaaeeeeas 72
Tabela 18 - Composi¢do polimérica dos residuos sdlidos tratados apds hidrdlise com Fe(NOs)s....74
Tabela 19 - Composi¢do quimica dos residuos sélidos apds tratamentos hidrotérmicos, sem adicado
do CO, (auto-hidrélise) e com diferentes pressdes iniciais de CO, (400 e 600 Psi), e apds

(o 1Y 1T Y o] o= Yot [ SR PURRR 76
Tabela 20 — Rendimentos de sacarificacdo obtidos apds hidrélise enzimatica dos residuos sélidos
obtidos nas condi¢Bes 6timizadas antes (ndo-deslenhificados) e apds deslenhificagdo

(e 1T [T 0] a1 {Tor=Ye [ 1) P U UUUURURE 79
Tabela 21 — Parametros cinéticos e estequiométricos para a levedura D. hansenii cultivada em
hidrolisado com microelementos, vitaminas, magnésio, fontes de azoto e fésforo (TEVM) e em
hidrolisado COM SaiS € VILAMINGS ....uiiiiiiiiiieiiiiiiie ettt e e e e sbee e e s s sabee e e esnbeeeeeenaneeas 80
Tabela 22 — Compostos inibidores e monossacarideos remanescentes no hidrolisado apés os
varios tratamentos de destoxificagdo UtilizadoS........ccooeeciiiiiiiiiic e 84
Tabela 23 — Composicdo dos hidrolisados (g-L™") utilizados nos ensaios de bioconversio............... 86
Tabela 24 — Efeito da destoxificacdo e suplementacdo nos parametros cinéticos e
estequiométricos do crescimento e producdo de xilitol pela levedura D. hansenii ........................ 88

XXII



Tabela 25 - Composicdo da solucdo de sais 40 vezes concentrada ....ccccceeeeeececciiviiieereeeeeeeeeeecininns 103
Tabela 26 - Composicao da solugdo de NP 20 vezes concentrada.......cccceeecveeeeenireeeeeencieeeesssnneens 104
Tabela 27 - Composicao da solugdo de Mg 40 vezes concentrada......ccccevecveeeeerivieeeeencieeeeessneens 105
Tabela 28 - Composicao da solugdo de vitaminas e calcio 100 vezes concentradas.........c..c.u..... 105
Tabela 29 — Composicdo stock de Corn Steep Liquor utilizado para a solugao ........eeeeeeeeeeeeccnnnnnns 106
Tabela 30 — Reagentes utilizados na determinagdo da proteina total..........cccccvviiiieeiieeeiniicccinns 108

XXIV



1. Introducio

O interesse pela utilizagdo dos residuos agroindustriais como fonte de biomassa
lenhoceluldsica e potencial matéria-prima para as biorrefinarias tem vindo a crescer,
devido a elevada quantidade produzida anualmente, a possibilidade de valorizagdo
industrial, & sua disponibilidade e baixo custo e ao elevado potencial de bioconversao.
Destes podem destacar-se os residuos resultantes da produgdo de milho, uma das culturas
mais importantes a nivel Mundial.

No entanto, estes materiais, assim como todos os materiais lenhoceluldsicos (ML) na
sua generalidade, possuem uma estrutura complexa requerendo pré-tratamentos e
processos de fracionamento para serem eficientemente convertidos em produtos.

Neste trabalho apresenta-se uma revisdo dos processos de pré-tratamento da
biomassa, em particular dos que conduzem ao fracionamento das hemiceluloses, sendo
entdo descritos os componentes dos materiais lenhoceluldsicos. E entdo feita uma
referéncia particular a composi¢ao daqueles que sao obtidos a partir dos residuos da cultura
do milho, potenciais substratos para a obten¢ao de meios de cultura ricos em pentoses para
a producdo biotecnologica de diversos produtos. Neste ambito ¢ também abordada a
importancia do xilitol e sdo referidas as principais leveduras produtoras de xilitol assim

como os fatores que afetam a sua producao.

1.1. O conceito de biorrefinaria

Ao longo dos tultimos anos, os materiais de origem fossil foram substituindo
gradualmente os recursos renovaveis como principal fonte de materiais, de energia e
quimicos. No entanto, as reservas de combustiveis fosseis sdo cada vez mais escassas o que
torna imperativa a procura de alternativas pouco poluentes e economicamente viaveis. Os
avancos da investigacdo na area quimica e bioldgica, assim como nos processos que lhes
estdo associados, terdo um grande impacto nas biorrefinarias do século XXI, instalagdes
que convertem recursos renovaveis, como por exemplo biomassa, em produtos quimicos
uteis obtidos a partir de tecnologias pouco poluentes e inovadoras. Esta variedade de
produtos obtidos a partir da biomassa, comega a constituir uma alternativa aos produtos de
base petroquimica (Uihlein e Schebek, 2009).

Uma biorrefinaria consiste numa unidade industrial que integra equipamentos e

processos de conversdo de biomassa de forma sustentdvel, para a produgdo de



combustiveis, energia, materiais e produtos quimicos, preferencialmente de valor
acrescentado (Figura 1).

O conceito de biorrefinaria surgiu por analogia ao das refinarias de petréleo, que
produzem combustiveis e derivados de petrdleo. As biorrefinarias industriais t€ém sido
vistas como o inicio de um percurso promissor para uma nova industria de base bioldgica
(SIADEB, 2013; Biopol, 2008). No entanto, utilizar biomassa para produzir multiplos
produtos tendo como base complexas tecnologias ndo ¢ considerado um processo facil de
se conseguir (Kamm e Kamm, 2004; Silvestre, 2007; Kamm e Kamm, 2007). O objetivo
principal de uma biorrefinaria desenvolvida sera tirar partido da complexidade da biomassa
de forma a produzir produtos de elevado valor e de baixo volume e produtos de baixo valor
e elevado volume, de forma a otimizar a producdo de produtos de valor acrescentado
(Fernando et al., 2006). Embora o conceito seja similar ao das refinarias petroquimicas, a
natureza quimica e fisica da biomassa requer uma especial atengdo aos processos de
transformacdo e separagdo sejam eles fisicos ou quimicos (Ragauskas et al., 2006).

Biorrefinarias podem entdo ser classificadas de acordo com i) o processo

tecnologico, i) a matéria-prima utilizada e iii) o desenvolvimento tecnologico do processo.
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Figura 1 — Ilustrag@o do conceito de biorrefinaria (adaptado de (SIADEB, 2013))

Uma ampla gama de processos tecnoldogicos podem estar envolvidos nas

biorrefinarias, desde os processos de extragdo/separagdo até as conversdes termoquimicas e



quimicas/bioquimicas da biomassa, de forma a obter um maior nimero de produtos de
valor acrescentado. Biorrefinarias podem entdo ser classificadas de acordo com os
processos tecnologicos envolvidos, definindo-se em diferentes plataformas (Kamm, 2007;
Kamm et al., 2006). A plataforma termoquimica envolve a decomposicdo de biomassa
com recurso a calor e a catalisadores, a partir da gaseificagdo e pirdlise, de forma a
produzir produtos de valor acrescentado. A plataforma bioquimica envolve pré-tratamentos
fisico-quimicos tendo em vista a conversdo de biomassa em acucares simples na presenca
de biocatalisadores e posterior fermentagdo de forma a produzir combustiveis liquidos e
materiais de modo sustentavel. Esta permite operar a uma escala inferior & plataforma
termoquimica e de modo mais descentralizado. Apesar de enfrentar barreiras tecnoldgicas
e econdmicas provenientes da complexidade e resisténcia da parede celular, esta confere a
biomassa a sua desconstrucao e degradacdo em monossacarideos (Naik ez al., 2010; Kamm
et al., 2006).

O uso de qualquer uma das plataformas vai depender do tipo de instalagdo
(biorrefinaria) e desenvolvimento tecnologico que esta envolva.

O desenvolvimento destas instalagdes passa por aperfeicoar os processos envolvidos
na via termoquimica e bioquimica e estabelecer sinergias entre ambos de modo a alargar a
origem da matéria-prima e a fazer face a sua heterogeneidade e complexidade estrutural.
Em simultdneo ha que conceber processos e equipamentos de modo a minimizar o
desperdicio e a maximizar o rendimento ndo s6 em combustiveis liquidos como também

em produtos de valor acrescentado (Bozell e Petersen, 2010; Werpy et al., 2004).

1.2. Os materiais lenhocelulodsicos

A crescente escassez das tradicionais fontes de matérias-primas na indistria quimica,
ou seja, os recursos fosseis, impulsiona um aproveitamento mais racional de recursos e
fontes mais alternativas. Como matérias-primas, os ML apresentam a vantagem de serem
atrativos para uma enorme variedade de processos quimicos, sdo abundantes, renovaveis e
estdo disponiveis a baixo custo de obtengao.

Os ML incluem diferentes tipos de biomassa de origem vegetal que tém como
caracteristica comum serem constituidos por polissacarideos (celulose e hemicelulose) e

lenhina (Fengel e Wegener, 1983). Os ML representam cerca de 50% da biomassa vegetal



global e tém uma produgdo anual estimada de 10-50 mil milhdes de toneladas (Salanti et
al., 2010).

De acordo com a origem e composi¢do quimica e com as caracteristicas fisicas e
mecanicas, estes materiais podem ser classificados em dois tipos principais: materiais
lenhosos de origem resinosa ou folhosa e em materiais ndo-lenhosos (materiais herbaceos
como os materiais agricolas).

Os ML sao normalmente considerados abundantes, de baixo custo e potencialmente
valorizaveis. Contudo, devido as elevadas quantidades processadas, podem, em alguns
casos, constituir um problema ambiental, marcando assim um encargo significativo neste
sector. Entdo, de acordo com a sua origem, os subprodutos e os residuos lenhocelulésicos
podem também ser classificados como: florestais (provenientes das florestas e das
industrias da pasta de papel e da transformacdo da madeira, incluindo aparas e serradura),
agricolas (palhas, cascas, caules e espigas de cereais, podas de arvores de fruto e de
videiras), agroindustriais (bagago de azeitona extratado, dreche cervejeira, polpa, casca e
sementes de frutos e vegetais) e urbanos (papéis, cartdes e lixo doméstico constituidos por
celulose) (Duarte et al., 2007).

No decorrer dos anos tem havido um crescente interesse pelos residuos
agroindustriais devido a elevada quantidade produzida anualmente, & possibilidade de
valorizacdo industrial, a sua disponibilidade e baixo custo e ao elevado potencial de
bioconversdo (Carvalheiro et al., 2008). No entanto, estes materiais, assim como todos os
ML na sua generalidade, possuem uma estrutura complexa requerendo pré-tratamentos e

processos de fracionamento para serem eficientemente convertidos em produtos.
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Figura 2 - Organizagdo estrutural dos componentes macromoleculares de materiais lenhocelulésicos

(adaptado de (Jeremy, 2009))

Do ponto de vista quimico, os componentes dos ML podem ser classificados em
componentes de elevada e baixa massa molecular. Os de elevada massa molecular sdo os
principais constituintes da parede celular: a celulose (35-50%), a hemicelulose (20-35%) e
a lenhina (10-25%). Nos materiais de baixa massa molecular, estdo incluidos os extrataveis
(compostos organicos) e a cinza (compostos inorganicos).

A composi¢do quimica dos ML ¢ variavel, dependendo completamente do tipo de
material e dos fatores genéticos deste, assim como as condigdes de crescimento e da sua
origem geografica.

A Figura 2 representa a organizagdo dos polimeros estruturais na parede celular. O
esqueleto microfibrilar de celulose encontra-se envolto por moléculas de hemicelulose,
estando a lenhina a ocupar os espacos vazios deixados entre as moléculas de
hemiceluloses. No seu conjunto formam um material compoésito resistente a ataques
microbiologicos e enzimaticos e, consequentemente ao seu fracionamento (Fengel e
Wegener, 1983; Pereira et al., 2003).

Os extrativos encontram-se no limen celular e nas células parenquimatosas (Fengel e

Wegener, 1983; Pereira et al., 2003).



1.2.1. A celulose

A celulose ¢ o principal componente na maioria dos ML, podendo representar 35-
50% da sua massa, e esta localizada predominantemente na parede secundaria. E um
polimero constituido por moléculas de B-D-glucopiranose (forma ciclica da glucose)
unidas por ligacdes glicosidicas B-(1,4) (Ek et al., 2009). Porém, cada molécula de glucose
apresenta uma rotacao 180° em relagdo as moléculas vizinhas, pelo que a unidade basica de
repeti¢do é na realidade uma molécula de celobiose (Nag, 2008). E esta organizagdo que
permite o estabelecimento de ligagcdes entre as varias cadeias de celulose, associada ao
arranjo estrutural desta molécula.

A orientagdo das ligagdes e pontes de hidrogénio entre cadeias de celulose fazem da
celulose um polimero altamente estavel e cristalino (Khanal, 2010), apresentando um
elevado grau de polimerizagao (cerca de 10000) (Pereira et al., 2003).

Devido a linearidade da cadeia de celulose, as cadeias adjacentes formam um
conjunto de agregados denominados de fibrilhas elementares. Por sua vez, a agregagdo das
fibrilhas origina as microfibrilas de celulose. As referidas microfibrilas sdo na sua maioria
independentes mas a sua ultra-estrutura ¢ em grande parte devido a presenca de ligacdes
covalentes, ligacdes de hidrogénio e for¢as de Van der Waals. As ligacdes de hidrogénio
no interior das microfibrilas de celulose determinam a linearidade da cadeia, contudo as
pontes de hidrogénio podem introduzir ordem (cristalina) ou desordem (amorfo) na
estrutura da cadeia polimérica (Agbor et al, 2011). A forma amorfa ¢ facilmente
degradada, sendo que a forma cristalina ¢ mais resistente ao ataque quimico e a degradagao
microbiana. Sabendo entdo que existem zonas amorfas, estima-se que 70% da celulose se
encontre sob a forma cristalina e altamente ordenada. Este facto significa que a celulose ¢
insolivel em 4gua e na grande maioria dos solventes, porém ¢ solivel em 4&cidos,

nomeadamente acido sulfirico e¢/ou em outras solugdes idnicas (Carvalheiro, 2005).

1.2.2. As hemiceluloses

A hemicelulose ¢ o segundo polimero mais abundante da biomassa lenhocelulosica
(20-50%). E um heteropolimero constituido a partir de varios aglicares, compreendendo
dois grandes grupos: pentoses (B-D-xilose, a-L-arabinose) e hexoses (-D-manose, -D-

glucose, a-D-galactose). Também apresenta pequenas quantidades de L-ramnose, L-fucose



e de 4cidos wurénicos (&cidos a-D-glucordnico, o-D-4-O-metilglucurénico, o-D-
galacturénico). Os grupos hidroxilo dos actcares podem ser parcialmente substituidos por
grupos acetilo (Kumar et al., 2008).

Entre os componentes estruturais da parede celular, a hemicelulose ¢ mais suscetivel
a tratamentos quimicos e termoquimicos, uma caracteristica atribuida na sua maioria
devido ao seu caracter amorfo e ao baixo grau de polimerizagdo, permitindo que seja
facilmente hidrolisdvel em meios acidos e soluvel em meios alcalinos, & temperatura
ambiente. A sua solubilizagdo ocorre a partir dos 180°C, embora a partir dos 150°C ocorra
solubilizagdo parcial.

As hemiceluloses apresentam diferengas quanto a sua estrutura e composicdo em
fungdo da sua origem bioldgica. Nas madeiras folhosas as hemiceluloses predominantes
sdo as xilanas (O-acetil-metilglucuronoxilana) e as glucomananas (em menor quantidade).
Por outro lado, no grupo das resinosas, a hemicelulose ¢ essencialmente constituida por
galactoglucomananas (O-acetil-galactoglucomanana), contendo também algumas xilanas
(arabino-4-O-metilglucuronoxilana) (Fengel e Wegener, 1983). No entanto, as resinosas
possuem uma proporcao superior de unidades de manose e glucose comparativamente as
hemiceluloses das folhosas e residuos agricolas. O conteido de manose pode chegar aos
10% nas folhosas e até 5% nos residuos agricolas. Nestes dois ultimos grupos de materiais,
em geral, cerca de 80% dos acticares hemicelulésicos correspondem a xilose, pelo que ¢é
frequente associar o contetido em hemicelulose ao contetido em xilanas (Moure ef al.,
2006).

As xilanas mais comuns sdo formadas por uma cadeia principal de xilose ligada por
ligagdes [-1,4, onde as unidades estruturais sdo substituidas por arabinose, éacido

glucuronico, acético, fertlico e p-cumarico (Figura 3) (Moure et al., 2006).
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Figura 3 - Representagdo esquematica de uma molécula de hemicelulose (xilana) (adaptado

de (Guerra, 2011))

As hemiceluloses sdo soluveis em solugdes alcalinas e facilmente hidrolisaveis por
acidos nos seus componentes monomeéricos, apresentando uma estabilidade quimica e
térmica inferior a celulose, provavelmente devido a falta de cristalinidade e ao grau de
polimerizacdo mais baixo (até 200) (Pereira et al., 2003).

Da hidrélise das hemiceluloses obtém-se hidrolisado que pode conter hexoses
(glucose, manose e galactose), pentoses (xilose e arabinose), pequenas quantidades de
outras hexoses (fucose e ramnose) e ainda acidos urdnicos e acético que se encontram

ligados a alguns acucares.

1.2.3. A lenhina

A lenhina ¢ um heteropolimero complexo de massa molecular elevada e de natureza
polifendlica constituido por unidades basicas de fenilpropano, unidas por ligagdes éter e
carbono-carbono com diversos padrdes de ligacdo. Apresenta uma estrutura tridimensional

complexa e de dificil degradagdo microbiana (Fengel e Wegener, 1983).
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Figura 4 - Percursores da lenhina.



A lenhina ¢ o principal constituinte da lamela média, unindo os elementos celulares
entre si. Nos materiais lenhoceluldsicos tem fundamentalmente um papel de suporte
mecanico, conducdo de solutos e de protecdo a agentes exteriores nas plantas superiores
(Fengel e Wegener, 1983).

A macromolécula de lenhina ¢ formada a partir de trés élcoois: p-cumarilico,
coniferilico e sinapilico (Figura 4). Estes trés mondémeros sdo compostos por um anel
fenolico ligado a uma cadeia de trés carbonos que possuem um grupo hidroxilo no carbono
terminal.

O que distingue estes trés monomeros € a auséncia e presenca do grupo metoxilo nos
trés alcoois. Como se pode ver pela figura o dlcool cumarilico ndo tem qualquer tipo de
substituinte metoxilo, no entanto um e dois substituintes metoxilo podem ser encontrados
nos alcoois coniferilico e sinapilico, respectivamente (Fengel e Wegener, 1983).

Tal como ocorre nas hemiceluloses, este polimero apresenta uma composi¢cdo muito
diversa e que depende muito da origem da matéria-prima.

Devido a natureza quimica, a lenhina ¢ um dos polimeros naturais mais resistentes a
reacdes de hidrdlise alcalina, acida e enzimadtica, tornando-se mais suscetivel do que os
polissacarideos a reagdes de oxidagdo ou a agdo de solventes organicos (Weng et al.,

2008).

1.2.4. Outros compostos poliméricos

Os ML podem também conter outros polimeros, geralmente presentes em menores
quantidades, e em quantidades muito varidveis tais como as pectinas, proteinas e amido.

As pectinas sdo compostas por cadeias lineares e em conjunto com as hemiceluloses
e com a lenhina, interagem com as fibrilhas de celulose criando uma estrutura rigida que
reforca a parede celular (de Vries e Visser, 2001).

A parede celular contém uma gama de proteinas, a maioria das quais glicosiladas,
que podem estar covalentemente ligadas através de ligagdes cruzadas com a lenhina e com
os polissacarideos desempenhando fungdes estruturais.

O amido localiza-se no endosperma, podendo ainda aparecer numa quantidade

apreciavel nos residuos, nomeadamente nas cascas.



1.2.5. Compostos de baixa massa molecular

Para além dos componentes macromoleculares, todas as espécies vegetais contém
pequenas quantidades de outras substancias quimicas nas suas paredes celulares. Essas
substancias quimicas representam, na sua maioria, uma pequena fracdo dos materiais
lenhoceluldsicos (em geral inferior a 10%), mas no entanto podem influenciar nas suas
propriedades e afetar o seu processamento (Fengel e Wegener, 1983). Estes compostos
podem ser divididos em organicos (extratdveis) e inorganicos (cinza). A composi¢do e
quantidade relativa desses compostos dependem de fatores como a espécie, a proveniéncia,
a idade e a localizacdo na planta, a semelhanca do que acontece com os compostos
macromoleculares (Fengel e Wegener, 1983).

Os compostos organicos, do tipo lipofilico e hidrofilico, compreendem uma grande
variedade de terpendides, esterdis, acidos gordos esterificados com glicerol ou com alcoois
de elevado peso molecular (ceras), acidos gordos livres, compostos fendlicos (como os
taninos), aminoacidos, pectinas, amidos e alcaldides (Mustranta et al., 1995; Philipp e
D'Almeida, 1988). Sao normalmente quantificados tendo em conta a sua solubilidade (total
ou parcial) em solventes organicos neutros e/ou agua, designando-se, por essa razao,
extratdveis. A maior parte deles sdo metabolitos secundarios, importantes para o
desenvolvimento e crescimento celular e como agentes de defesa contra os ataques
microbianos (Pereira ef al., 2003).

Os compostos inorganicos incluem elementos como o potassio, magnésio e silicio,

no geral em quantidades inferiores a 1% (Fengel e Wegener, 1983).

1.3. Aproveitamento de residuos agroindustriais: a palha de milho

O milho ¢ uma planta da familia das gramineas e pertence a espécie Zeamays. Trata-
se de um cereal com um valor nutricional elevado sendo fundamentalmente utilizado na
alimenta¢cdo humana e em ragdes para animais.

O milho constitui a base da alimentacdo de vérias civilizagdes importantes durante
séculos. Pensa-se que seja uma planta de origem americana, cuja cultura se expandiu apos
a descoberta da América e as grandes navegacdes do século XVI. O milho tornou-se entao,
no nosso contexto agricola, uma das culturas arvenses mais importantes a escala mundial.

Atualmente ¢ cultivado e consumido em quase todos o mundo e sé rivaliza com a

cultura do trigo e do arroz. A produgcdo mundial do milho de acordo com os dados
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divulgados pelo Conselho Internacional dos Cereais (CIC), foi de 876 milhdes de toneladas
em 2011/2012 prevendo-se para o ano de 2012/2013 uma producdo de 830 milhdes de
toneladas de milho e 655 milhdes de toneladas de trigo (Figura 5) (Anpromis, 2012). Esta
possivel redugcdo na producdo de milho pode-se dever as condigdes meteorologicas
adversas em certas zonas do globo, nomeadamente a seca que se tem feito sentir nos
Estados Unidos, principal produtor mundial do milho. No entanto, quando comparado com
o arroz, a cevada e o trigo, o milho continua a liderar a area total em Portugal, chegando

aos 40% de toda a area total ocupada pelos cereais (Anpromis, 2012).

2012 I
2
|
g 2011
2010

780 800 820 840 860 880 900
Milhoes de toneladas

Figura 5 - Producdo mundial de milho (Anpromis, 2012).

Em Portugal, em 1999, a cultura do milho chegava aos 163 497 hectares e a sua
producdo atingia aproximadamente um milhdo de toneladas. A Regido Agraria da Beira
Litoral e a Zona Agraria do Baixo Mondego eram as que mais contribuiam para a produgao
do milho.

Apesar das condigdes climatéricas e economicas, que se tém vindo a sentir, este ano
semearam-se cerca de 150 000 hectares de milho, mais 8 500 hectares que em 2010
(Tabela 2), comprovando-se que, os produtores nacionais continuam a apostar na cultura
do milho (Anpromis, 2012).

De acordo com os dados disponibilizados pelo INE (Instituto Nacional de
Estatistica), a producdo de milho aumentou cerca de 33%, quando comparada com 2010 e

2011(Anpromis, 2012).
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Tabela 1 - Plantacdo mundial (ha) dos principais cereais (Anpromis, 2012).

Arroz Cevada Milho Trigo
2010 28 985 20 322 32491 51026
2011 31213 16213 137 413 39 546
2012* 30 965 17516 140 723 50 693

* valores estimados

Ap0s a colheita do milho, os principais residuos sdo o caule, as folhas, que no seu
conjunto constituem a palha, e o carolo. Estes residuos tém pouco ou nenhum
aproveitamento. No caso do carolo por exemplo, este ¢ deixado no campo ndo tendo
qualquer utilizagao atual. No caso particular da palha, esta pode também ser usada como
cobertura do solo apo6s a colheita, podendo ser deixada no solo, que até uma certa
percentagem, ¢ favoravel para fins de adubagdo. Estes valores deverdo ser da ordem dos
30% da palha produzida (Anpromis, 2012). Quando em excesso, pode causar problemas
ambientais (Agronegocio, 2001). Serd ainda de referir que as quantidades de palha
produzidas sdo muito significativas, representando quantitativamente 40% em relagdo ao
grao produzido (Pordesimo et al., 2004).

Na Tabela 2 ¢ apresentada a composi¢do quimica da palha de milho.

Tabela 2 - Composicdo da palha de milho (% base seca)

Componentes (Aguiar, 2010) (Moniz et al., 2009)
Celulose 40,9 42,1
Hemicelulose 31,5 29,2
Xilanas 25,3 22,9
Arabinanas 6,3 2.9
Grupos Acetilo - 34
Lenhina 23,1 17,5
Outros 9,5 15,8
Cinza - 42
Extrataveis - 11,6

Para além da atual utilizagdo alimentar o milho pode ainda ser utilizado para a
producdo de biocombustiveis ou biopolimeros, o que confere a esta cultura um grande

potencial para uma possivel aplicacdo em diversas industrias. Os residuos desta cultura em
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particular, também se assumem como uma fonte de biomassa alternativa para a producao
de energia, por exemplo, biocombustiveis liquidos, como o etanol (Chu et al., 2012) com a
vantagem de ndo competirem com as matérias-primas para utiliza¢des alimentares. Para
além disso, como qualquer outro ML pode ainda ser utilizada para a obten¢do de varios
quimicos entre eles, produtos de valor acrescentado, tais como oligossacaridos (Moura et

al., 2007; Kiran et al., 2008).

1.4. Métodos de fracionamento dos materiais lenhoceluldsicos

No ambito de uma biorrefinaria, um pré-requisito para a conversdo bioldgica da
biomassa ¢ que esta seja sujeita a processos de pré-tratamento/fracionamento de modo a
produzir monossacarideos acessiveis aos microrganismos, uma vez que a estrutura
polimérica dos materiais lenhoceluldsicos impede a utilizagdo direta dos seus componentes
pela maioria destes (Peters, 2007).

Para tal, poderdo ser utilizados processos fisicos, quimicos, e/ou bioldgicos. A
principal limitacdo dos métodos de fracionamento existentes reside na dificuldade de
separagdo de um tipo de componente sem que ocorra alguma degradacdo na estrutura
quimica dos restantes, pelo que a selegdo do método e das condigdes operacionais do pré-
tratamento ¢ fundamental. Existem diversos pré-tratamentos que permitem a desconstrugao
da biomassa, com o objetivo de remover e despolimerizar parcialmente as hemiceluloses,
reduzir a cristalinidade da celulose ¢ remover a lenhina (Taherzadeh e Karimi, 2004).
Consoante o agente promotor da hidrolise estes podem ser classificados em métodos

acidos, hidrotérmicos, alcalinos e enzimaticos.
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Material Lenhocelulodsico

A
( \

Hemicelulose Celulose Lenhina
CHO CHO
cHO oHO Compostos
H OH H OH o
H—l—oH H—l— OH Fendlicos
CH,COOH HO H HO H
HO——H HO——H
C . HO H H OH
Acido acético H—l_ oH HO— 1
H OH H OH
CH,0H CH,0H
CH,OH CH,OH
Xilose Arabinose Galactose Glucose

Furfural Hidroximetilfurfural

Coon ex . |  H,
Acido formico H,C—C—C _C/COOH

H;

Acido levulinico
Figura 6 - Principais produtos resultantes da hidrolise de um material lenhoceluldsico (adaptado de

(Palmqvist e Hahn-Hagerdal, 2000).

O principal objetivo ¢ conseguir uma separagdo eficiente das hemiceluloses, da
celulose e da lenhina, evitando a formacdo de subprodutos indesejaveis como &cidos
alifaticos e furanos (resultantes da degradacdo de acucares) e de compostos fendlicos,

minimizando os gastos energéticos e o recurso a produtos quimicos (Figura 6).

1.4.1. Métodos acidos

Os processos catalisados por acidos podem ser divididos em processos que utilizam
acidos concentrados, com recurso a temperaturas moderadas, e processos que utilizam
acidos diluidos, a temperaturas elevadas. Nestes processos, o catalisador mais utilizado ¢ o
acido sulfarico (H,SO4), embora outros 4cidos inorganicos, como o acido cloridrico (HCI),
nitrico (HNQO3) e trifluoroacético (TFA), também possam ser utilizados (Carvalheiro ef al.,

2008; Girio et al., 2010).
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O mecanismo de hidrolise da hemicelulose em meio acido envolve trés passos
principais (Figura 7): no primeiro dd-se a protonagdo do oxigénio da liga¢do glicosidica
seguida da rutura da ligacdo glicosidica com a formagao de um carbocatido e no fim da-se
a regeneragdo do ido H3;O", por reagdo do carbocatido com a molécula de agua, formando

uma molécula final estavel.

\ o) O H Q
HO H Ho I HO M.
3 OH OH Lenta OH
"ROH

Répida

H0 Répida

O H
HO |
HO O—H
OH

0
+ HO
H + Hm\rOH
oH

Répida

Figura 7 - Mecanismo proposto para a cisdo das ligagdes glicosidicas na despolimerizagdo das

hemiceluloses em meio acido (adaptado de (Belkacemi, 1991)).

No caso da celulose, a formagdo do carbocatido esta dificultada pelas ligagdes
intramoleculares das cadeias de celulose (as que conferem cristalinidade a estrutura
polimérica). Este facto conduz a que a hidrélise das zonas amorfas da celulose ocorra
muito mais depressa do que nas zonas cristalinas (Goldstein, 1982; Wright, 1988). Uma
vez que as hemiceluloses ndo possuem uma estrutura cristalina, ¢ de esperar que sejam
solubilizadas muito mais facilmente do que a celulose. Assim, devido a estas diferencas de
caracteristicas entre celulose, a hemicelulose e lenhina, ¢ possivel selecionar as condi¢des
de operagdo de forma que a hidrolise seja mais seletiva. Deste modo, podem hidrolisar-se
os materiais lenhoceluldsicos com écido diluido a temperaturas elevadas que solubilizam
quase a totalidade das hemiceluloses ou utilizar-se acido concentrado a temperaturas
moderadas e provocar a hidrolise total da celulose e das hemiceluloses, permanecendo a
lenhina como residuo insoluvel (Sun e Cheng, 2002). As condi¢des de operagdo vao

depender assim dos objetivos que se pretendam.
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1.4.1.1. Hidrolise com acidos concentrados

Os 4cidos concentrados permitem a solubilizagdo da celulose e das hemiceluloses,
obtendo-se um residuo solido constituido essencialmente por lenhina. Os &cidos
concentrados podem atacar as pontes de hidrogénio existentes entre as cadeias de celulose,
destruindo a sua cristalinidade. Este tipo de processo ocorre geralmente a temperaturas
moderadas, 20-50°C e em tempos relativamente curtos, 20-60 minutos. A solubilizag¢do dos
polissacarideos ¢ possivel utilizando concentracdes variadas, por exemplo, 72% de H2SOu,
41% de HCI ou 100% de TFA (Girio et al., 2010). Tendo os dois ultimos a vantagem de
serem facilmente recuperaveis.

Apesar da formacdo de quantidades reduzidas de produtos de degradacdo e a
possibilidade de operar a temperaturas e pressdes baixas, os custos envolvidos na
neutralizacdo dos hidrolisados, recuperacdo dos acidos (fundamental para a viabilidade
econdmica do processo) e os problemas associados a corrosdo de equipamentos, tornam
este processo desvantajoso em relacdo a hidrolise com 4cidos diluidos e métodos

hidrotérmicos, por exemplo (Taherzadeh e Karimi, 2004).

1.4.1.2. Hidrolise com acidos diluidos

A hidrolise com acido diluido ¢, provavelmente, o método de pré-tratamento quimico
mais utilizado. Este pode ser usado, como exemplo, como método de pré-tratamento dos
ML antes da hidréolise enzimatica da celulose. No entanto, este ndo € suficientemente
eficiente na dissolucdo da lenhina podendo afetar a sua estrutura e aumentar a
susceptibilidade da celulose a hidrolise enzimdtica. Para além dessa fraca eficiéncia na
dissolugdo da lenhina, este método ¢ também eficaz na hidrélise seletiva da fragdo
hemiceluldsica para a obtengdo de monossacarideos, apresentando como vantagens a
possibilidade de, em condi¢des controladas, evitar a formacao de produtos indesejaveis e
corrosdo dos equipamentos (Taherzadeh e Karimi, 2004).

No entanto, para que a fermentacdo dos hidrolisados seja possivel, ¢ necessario
proceder a neutralizag¢do e/ou destoxificagdo dos hidrolisados.

Na literatura é possivel observar uma grande variedade nas condi¢des de hidrolise

com acido diluido para uma grande diversidade de ML. As diferencas encontram-se
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fundamentalmente no tipo de acido utilizado, bem como na sua concentragdo, temperatura

¢ duracdo da reacao da hidrolise (Tabela 3).

Tabela 3 - Condigdes operacionais utilizadas na hidrdlise com acido diluido de diferentes materiais

lenhocelulosicos.
. o Concentracdo  Temperatura Duracio A
Material Acido de fcido (%) ¢C) (min) Referéncias
Residuos
agroindustriais
Cana-de-agtcar H,SO, 4 120-140 20 (Watson et al., 1984)
Carolo de milho HCI 2 100 120 (Dominguez et al.,
1997)
Palha de arroz H,SO, 3 140-145 20 (Roberto et al., 1996)
Sorgo H;PO, 6 134 300 (Vazquez et al., 2007)
Madeiras Folhosas
Carvalho H,SO, 2,5 190 30 (Wilson et al., 1989)
Eucalipto H,SO, 3 100-130 60 (Paraj6 et al., 1997)
Faia HCI 2,5 165-240 20-40 (Prior et al., 1989)
Madeiras Resinosas
Abeto H,SO, 2,4 200 30 (Larsson et al., 1999)

1.4.2. Métodos hidrotérmicos

Os métodos hidrotérmicos baseiam-se na utilizagdo de dgua, vapor, ou ambos e calor
para o tratamento da biomassa. Nestas condi¢des, ocorre hidrolise dos grupos acetilo das
hemiceluloses, com a solubilizagao das hemiceluloses, deixando a celulose mais acessivel,
por exemplo, para uma posterior hidrdlise enzimatica (Hormeyer et al., 1988). A principal
diferenga destes processos em relagdo a hidrdlise com acido diluido é que as hemiceluloses
sd0 maioritariamente recuperadas na forma oligomérica, enquanto nos processos que
utilizam 4cidos se obtém fundamentalmente monossacarideos.

Entre os métodos hidrotérmicos distinguem-se dois principais: a auto-hidrélise

(liquid hot water, LHW) e a explosdo com vapor.
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1.4.2.1. Auto-hidrolise

O método de auto-hidrélise baseia-se no uso de agua e de calor (150-230°C). Estes
tratamentos levam a obtencdo de hidrolisados compostos essencialmente por derivados de
hemiceluloses ¢ um residuo sélido composto maioritariamente por celulose e lenhina
(Boussarsar et al., 2009).

Os catalisadores da hidrélise, neste caso, sdo primeiramente o0s ides H;O"
provenientes da auto-ionizacdo da 4gua e numa fase seguinte os ides H;O" provenientes
dos grupos acetilo das hemiceluloses também atuam como catalisadores (Garrote, 2001).
Uma vez que os agucares sao principalmente obtidos na forma oligémerica este podera ser
um processo preferencial para a obtencdo de oligossacaridos que sdo compostos
potencialmente pré-bidticos (Garrote, 2001; Moura et al., 2007).

Pelo facto de a auto-hidrolise ndo utilizar outro reagente quimico para além da agua,
apresenta algumas vantagens, nomeadamente problemas de corrosdo reduzidos
(Abatzoglou et al., 1992), a reciclagem de acidos assim como a remog¢ao de precipitados
podem nao ser necessarios, simplificando todo o processo. Tudo isto possibilita a redugdo
de custos de capital, o que proporciona vantagens econdémicas e impacto ambiental
reduzido (Kubikova et al, 1996; Overend et al., 1987) dos tratamentos aquosos

relativamente a outras tecnologias.

1.4.2.2. Processos catalisados com CO,

Como alternativa ao processo auto-hidrolitico convencional, tem sido proposta a
hidrolise catalisada com CO;,. O CO; em solugdo aquosa da origem a formacdo de acido
carbonico que nessas condigdes ¢ instdvel, mantendo-se o equilibrio de acordo com a

equacao:

O
- A <—
O——C——0 + H/ \H s OH

dioxido de cabono dgua
HO

acido carbonico
Alguns autores descrevem este método como um processo que pode oferecer os

beneficios cataliticos do acido sulfurico sem as suas desvantagens (van Walsum, 2001;
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Narayanaswamy et al., 2011), ainda que o acido carbdnico dé origem a solugdes com pH
relativamente moderado, ndo oferecendo a mesma capacidade hidrolitica que o acido
sulfurico. van Walsum e Shi (2004) referem que para temperaturas da ordem dos 200°C,
este acido torna-se um catalisador importante, conduzindo a um aumento do rendimento
em xilose, assim como a diminui¢@o do grau de polimerizagdo das xilanas, em comparagao
com o uso de processos hidrotérmicos que utilizam exclusivamente dgua (van Walsum e

Shi, 2004).

1.4.2.3. Explosiao com vapor

O processo de explosdo com vapor utiliza vapor de agua saturado para o
aquecimento, o que permitira um aumento de velocidade de transferéncia de calor. Este
pré-tratamento ¢ caracterizado como um método hidrotérmico, que submete o material
lenhocelulodsico a altas pressdes (0.69-4-83 MPa) e temperaturas (160-240°C) por um curto
periodo de tempo (Sun e Cheng, 2002). Apos a conclusdo da operacdo pretendida, o
material ¢ sujeito a uma descompressdo subita, o que provoca a vaporizagdo da agua
contida nas fibras, resultando numa explosao (Sun e Cheng, 2002). As forcas resultantes da
descompressdo provocam uma desagregacdo da matriz lenhoceluldsica, rompendo ligagdes
inter e intramoleculares. Devido a descompressdo, ocorrem ainda modificagdes ultra-
estruturais, nomeadamente despolimerizacdo e degradacdo considerdvel das fibras do
material.

Este método ¢ fundamentalmente utilizado como um pré-tratamento antes da
hidrolise enzimatica da celulose. A sua utilizagdo como método de obtengdo de
hidrolisados hemiceluldsicos tem a desvantagem de conduzir a uma degradacdo dos

acucares relativamente elevada (Sun e Cheng, 2002; Vessia, 2005).

1.4.3. Hidroélise com sais inorganicos

Os estudos recentes mostram que o uso de sais inorganicos tem vindo a ganhar cada
vez mais interesse para o pré-tratamento da biomassa. Esses estudos referem, que os sais
inorganicos podem aumentar a taxa de hidrolise da celulose e da hemicelulose durante o
processo de pré-tratamento quando comparados com hidrolises com &cidos diluidos. Esses

sais podem ser, por exemplo KCI, NaCl, CaCl,, MgCl,, ou FeCl;, Em comparacdo ao
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processo da hidrolise com éacido diluido, o uso de sais inorganicos tem demonstrado
algumas vantagens como por exemplo uma maior velocidade de reacdo, a diminui¢do da
corrosdo e a possibilidade de recuperacdo dos sais (Liu et al., 2009). Nguyen e Tucker
(Nguyen e Tucker, 2002) descrevem que o uso de uma mistura de acido diluido com um
sal inorganico permite obter uma maior percentagem de hidrdlise da hemicelulose e
celulose do que usando s6 o acido diluido (Sun et al., 2011b). Foi também demonstrado
que o pré-tratamento com sais ajudaria na remocdo da hemicelulose dos ML (Sun ef al.,
2011a).

Os sais mais utilizados para o fracionamento dos ML sdo FeCls;, FeSO4, Fe(NOs3);,
Alx(SOy)3, AICI; e MgSOs, tendo alguns deles sido testados em véarios tipos de materiais
lenhoceluldsicos como a palha de trigo e os residuos de milho (cornstover). No entanto, de
acordo com os estudos ja efetuados, os que promovem um melhor fracionamento e
consequente remoc¢ao das hemiceluloses sdo o FeCls e o Fe(NO3); (Sun et al., 2011a; Liu et
al., 2009), originando rendimentos elevados de xilose monomérica e oligomérica da fragao
liquida. Contudo o mais importante ndo serd s6 a remocao e recuperacao da hemicelulose,
mas também garantir que a celulose seja pouco afetada (em termos quantitativos) e que a
sua digestibilidade enzimatica aumente bastante. Este novo método tem vantagens que se
sobrepdem a hidrolise com 4cidos diluidos, tem ainda a vantagem do passo da
neutralizacdo dos hidrolisados ser dispensada, pelo facto destes apresentarem um pH
proximo da neutralidade, e ainda a vantagem da reducdo dos problemas de corrosdo do

equipamento.

1.4.4. Métodos enzimaticos

Os pré-tratamentos referidos anteriormente, ddo origem a solu¢des ricas em
hemiceluloses, na forma oligomérica e/ou monomérica. No caso de se encontrarem na
forma oligomérica serd necessaria a sua conversdo a monossacarideos de modo a
possibilitar a sua utilizagdo pelos microrganismos (Palmqvist e Hahn-Hagerdal, 2000).
Uma das possibilidades consiste do uso de enzimas, nomeadamente de xilanases (Girio et
al., 2010),que ajudam a hidrélise completa das moléculas, por despolimerizacao da cadeia
principal e remocao dos grupos laterais terminais do polimero ou oligomero. Sdo diversas

as enzimas envolvidas na hidrolise, sendo as xilanas as principais (Tabela 4).
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Tabela 4 - Principais enzimas envolvidas na hidrolise de xilanas (adaptado de (Carvalheiro, 2005))

Enzimas Modo de acdo

Endo-xilanases Hidrolisam principalmente as liga¢des internas de xilose -1,4 da
cadeia de xilana principal

Exo-xilanases Hidrolisam as ligagdes de xilose 3-1,4, produzindo xilobiose

B-Xilosidades Produzem xilose a partir da xilobiose e de oligossacarideos de

cadeia curta

o-L-arabinofuranosidades Hidrolisam as extremidades ndo redutoras de arabinofuranase
a-glucuronidases Hidrolisam os residuos de 4acido glucuroénico e os seus ésteres 4-O-
metilo

No ambito da bioconversao dos ML, a hidrolise enzimatica com celulases também ¢
muito utilizada para a hidrdlise da celulose, apos pré-tratamento hidrotérmico ou com
acido diluido.

Uma das vantagens deste processo reside na utilizagdo de temperaturas moderadas,
em meios nao corrosivos, o que conduz a vantagens econdmicas, em termos de custos de
equipamento e energia. Por outro lado o preco da enzima bem como a sua recuperacao no
final do processo acarretam custos e além disso este ¢ um processo demorado, em

comparagdo por exemplo com a hidrdlise acida (Duarte et al., 2004).

1.4.5. Métodos para o fracionamento seletivo da lenhina

O processo organosolv utiliza um unico solvente ou misturas de solventes organicos
juntamente com 4gua para a remocao da lenhina e de forma a melhorar o processo de
deslenhificagdo podem ser adicionados catalisadores e/ou variar a temperatura.
Dependendo do processo utilizado pode também ocorrer alguma degradacdo dos
compostos fenolicos (Kumakura e Kaetsu, 1984). Os solventes mais comummente usados
sd0 os alcoois e cetonas. As temperaturas utilizadas dependem dos solventes organicos
escolhidos para o processo e da matéria-prima. Geralmente, temperaturas entre os 150-
200°C podem ser usadas com ou sem adicdo de catalisadores como os acidos organicos ou

inorganicos.
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O principal beneficio do organosolv, como um pré-tratamento que consiste numa
producdo de alta qualidade de lenhina, ¢ a perspetiva de diminui¢do dos custos associados
ao uso de enzimas. Neste processo, de facto, consegue-se separar a lenhina da celulose de
forma eficaz antes da hidrélise enzimatica. No entanto, este processo também apresenta
algumas desvantagens. O solvente por si s6 pode ser um inibidor para os passos
subsequentes a hidrélise enzimatica e fermentacdo (Harmsen et al., 2010). Assim, antes de
se dar inicio a fermentacdo, o solvente deve ser previamente removido. A remogdo e
recuperagdo do solvente sdo passos recomendados de forma a reduzir os custos e também o

impacto ambiental que poderia originar (Sun e Cheng, 2002).

1.4.6. Fator de severidade

Para determinar as condi¢gdes operacionais Otimas do tratamento de hidrolise no
material lenhocelulésico em particular, € necessario estabelecer a relagdo entre as varidveis
do processo e as modificacdes quimicas que ocorrem no substrato.

Um modo de analisar os pré-tratamentos da hemicelulose ¢ através de parametros de
severidade, que procuram combinar num Unico pardmetro empirico o efeito das diferentes
variaveis operacionais (Carvalheiro et al., 2009). Estes parametros, em geral, incluem a
temperatura e o tempo como principais varidveis do processo para monitorizar a extensao
da conversa ou rendimento em produtos. O parametro R, denominado ordenada de reacao,
proposto por Overend e Chornet (Martinez et al, 1995) ¢ traduzido pela seguinte

expressao:

t
)7 14,75

Tendo T a temperatura da reacdo (°C), t o tempo de residéncia (min), 100 a
temperatura de referéncia (°C), temperatura abaixo do qual ndo ocorre hidrolise e 14,75 um

parametro empirico relacionado com a energia de ativagao.

1.5. Formacao de inibidores durante os processos de hidrolise
A bioconversao dos hidrolisados lenhoceluldsicos requer a utilizagdo de hidrolisados
adequados ao crescimento dos microrganismos. Os hidrolisados obtidos a partir de um

tratamento dos materiais lenhocelulosicos, sejam eles tratamentos hidrotérmicos, acidos ou
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com sais inorganicos, para além da variedade de agucares, podem dar origem a formagao
de determinados compostos, tais como os acidos alifaticos, produtos de degradacdo de
acUcares e compostos aromaticos resultantes da hidrdlise da lenhina (Palmqvist e Hahn-
Hagerdal, 2000). Estes compostos sdo subprodutos da hidrélise e sdo considerados
potenciais inibidores do metabolismo microbiano, podendo limitar o consumo da fonte de
carbono ou até reduzir a cinética de crescimento (Parajé et al, 1998c). Existem
essencialmente trés classes de potenciais compostos inibidores nos hidrolisados
lenhocelulosicos, acidos alifaticos, compostos furanicos e compostos fendlicos. A natureza
e quantidade de compostos inibidores dependem da matéria-prima e dos processos de
hidrolise utilizados.

Existem diferentes possibilidades para ultrapassar esta dificuldade, nomeadamente, a
utilizacdo de condi¢des de hidrélise moderadas, adaptagdo dos microrganismos, € a
destoxificacdo dos hidrolisados, esta ultima na maioria dos casos é necessaria. Por isso, a
selecdo de um método de destoxificagdo eficaz é de extrema importancia pois acarreta

custos relativamente elevados e pode afetar a viabilidade econdomica do processo.

1.5.1. Métodos de destoxificacio

Existem varios métodos de destoxificagdo que, basicamente podem dividir-se em 3
classes: fisicos (evaporagdo, separacdo por membranas), quimicos (ajuste de pH,
overliming, tratamento com carvao ativado ou com resinas de troca idnica) e biologicos
(uso de enzimas) (Mussatto ¢ Roberto, 2004).

Entre os métodos de destoxificacdo mais relevantes para este trabalho encontram-se:
o ajuste de pH consiste no acerto do pH do hidrolisado para um valor préoximo da
neutralidade que seja adequado ao crescimento microbiano. Como consequéncia podem
ocorrer precipitacdes, nomeadamente, de compostos fendlicos, metais pesados, furfural,
acetato e terpenos sendo o precipitado posteriormente removido, por filtragdo. Este método
¢ frequentemente utilizado em combinagdo com outros métodos pois, na maior parte dos
casos, por si s6 ndo ¢ suficiente para obter hidrolisados adequados para o processo de
bioconversdo (Agbogbo e Wenger, 2007).

O processo de destoxificacdo com carvao ativado consiste em colocar o hidrolisado
em contacto com o carvao, em geral num processo descontinuo (Carvalheiro et al., 2005)

embora estejam descritos processos em que o hidrolisado tratado passe por uma coluna
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empacotada com carvao. Este processo ¢ caracterizado por ser eficiente e de baixo custo
mas a sua eficiéncia depende do método de ativagdo do carvao (na literatura encontram-se
referenciados métodos de ativacdo com acido), tempo de contacto, granulometria do
carvao, concentracdo do carvao ativado, temperatura e pH do hidrolisado (Huang et al.,
2008). A interagdo entre os fatores acima descritos, influéncia de modo direto a adsor¢ao
dos compostos inibidores, sendo essencial a otimiza¢do das condi¢cdes de operagdo
(Mussatto e Roberto, 2004).

O método de ativacdo do carvao consiste no tratamento com solucgdes acidas (Duarte
et al., 2012). Recentemente, foi também descrita a possibilidade de ativacdo do carvao com
solucdes alcalinas (Duarte ef al., 2012; Salgado ef al., 2012) o que pode ter vantagem,
relativamente ao processo acido, de permitir a remo¢ao de compostos toxicos e o ajuste de
pH em simultaneo.

A concentracgio do hidrolisado por evaporagdo sob vacuo, ¢ outro dos métodos para
destoxificacdo do hidrolisado, por permitir em geral, a remoc¢do de compostos volateis
como o acido acético, furfural e alguns compostos fendlicos (Larsson et al., 1999). Permite
ainda aumentar a concentracao de agucares no hidrolisado. Contudo, tem o inconveniente d
conduzir ao aumento de compostos toxicos ndo volateis (extratdveis e derivados da

lenhina) e a redu¢do do volume de hidrolisado (Carvalheiro et al., 2005).

1.6. O xilitol

Nos hidrolisados hemiceluldsicos de palha de milho, a xilose ¢ o monossacarideo em
maior quantidade. Uma das possibilidades bastantes atrativas para a valorizacdo destes
hidrolisados consiste na sua utiliza¢do para a producdo de polidis, nomeadamente o xilitol.

O xilitol ¢ o poliol (CsH12,0s) que se designa como pentano-1,2,3,4,5-pentol com
poder adogante semelhante ao da sacarose e superior ao de outros polidis como o sorbitol
ou o manitol. E encontrado como intermediario normal do metabolismo de hidratos de
carbono em mamiferos e também em pequenas quantidades em algumas frutas
(framboesas, ameixas, peras), legumes (alface, couve-flor, espinafre, chicéria) (Hyvonen et
al., 1982) e arvores (vidoeiro) (Winkelhausen e Kuzmanova, 1998).

O principal foco de interesse do xilitol provém do seu potencial como edulcorante
alternativo, ja que apresenta um baixo valor caldrico (4,0 kcal/g) e um poder adogante

semelhante ao da sacarose e superior ao de outros polidis. Trata-se de um po6 branco,
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cristalino, sem odor, e altamente solivel em dgua. Na Tabela 5 sdo apresentadas algumas
propriedades fisico-quimicas do xilitol.

O valor comercial do xilitol, assim como o seu mercado-alvo, que ao longo dos
tempos tem vindo a crescer, provém de um conjunto de propriedades fisicas, quimicas e
tecnologicas vantajosas deste produto para a utilizagdo nas industrias alimentar, cosmética

e farmacéutica.

Tabela 5 - Propriedades fisicas e quimicas do xilitol [adaptado de (Peito, 1992)]

Massa molecular (g'mol'l) 152,15

Aparéncia Po branco cristalino
Sabor Doce

Odor Nenhum

Poder adogante Equivalente a sacarose
Viscosidade (solugdo aquosa a 10%) 1,23 cP

Ponto de ebulicdo (°C) a 1 atm 126,0

pH em solugdo aquosa S5a7

Densidade 1,52

Entalpia da solugdo (cal-g™") -34,80

Solubilidade (g:100 mL™" H,O a 20°C) 168,0

Temperatura de fusdo (°C) 93,0-94,5

Energia (kcal-g™) 4,0

A concentragdo elevada de xilose presente em muitas espécies de biomassa vegetal e,
consequentemente nos hidrolisados hemiceluldsicos resultantes, podera ser aproveitada

para a obten¢do de produtos de valor acrescentado como xilitol.

1.6.1. Métodos de producio do xilitol

A obtencao de xilitol pode ser realizada de 3 formas: por extracao liquido-solido de
plantas, reducdo quimica da xilose e a conversdo biotecnoldgica de solugdes contendo
xilose (Mussatto e Roberto, 2004). Por meio de extracdo liquido-solido, o xilitol presente
em frutas e vegetais pode ser recuperado, mas como estd presente em baixas quantidades,

as quantidades recuperadas sdo, em geral, inferiores a 0,900g/100g, o que torna o processo
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economicamente inviavel (Mussatto e Roberto, 2004; Roberto et al., 1994; Tamanini e
Hauly, 2004b).
Os processos quimicos € o biotecnoldgico iniciam-se pela conversdo da xilose

proveniente da hidrélise de ML ricos em xilanas (Cruz et al., 2000).

Material lenhoceluldsico

L 4

Processo de hidrolise

¥

Licor rico em xilose

¥

Concentragdo de hidrolisado

Sintese Quimica wﬁecnolégma

Purificagdo da xilose Destoxificagdo do hidrolisado

¥ 4

Hidrogenagdocatalitica

Conversao biotecnologica

’ Produtos de reagao ’

Separagdo/Purificacdo Separagdo/Purificacdo

I_) Xilitol <_|

Figura 8 - Fluxograma da produgdo de xilitol por via quimica e biotecnologica (Parajo et al., 1998a)

Para tal a primeira etapa consiste num fracionamento da biomassa lenhoceluldsica
para promover a hidroélise da hemicelulose conduzida a libertagdo da xilose.

Até muito recentemente, todo o xilitol produzido a escala industrial era obtido a
partir da reducdo quimica da xilose por hidrogenacao da xilose a xilitol na presenca de um
catalisador proveniente de hidrolisados hemiceluldsicos (Hyvonen et al., 1982; Carvalheiro
et al., 2004; Carvalheiro, 2005). A produgdo de xilitol por métodos quimicos (Figura 9)
envolve os seguintes passos principais:

1) hidrdlise do material lenhoceluldsico;
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i1) purificagdo dos hidrolisados para obter solucdes ricas em xilose;
ii1) hidrogenagdo da xilose a xilitol

iv) purificacdo e cristaliza¢ao do produto final

O passo (ii), ainda que possa ou ndo ser realizado, ¢ importante tendo em conta a ndo
especificidade do catalisador da reagdo, que catalisa também a reducdo de outros agucares
presentes nos hidrolisados, complicando e tornando ainda mais dispendiosas as etapas de
purificacdo do xilitol (Paraj6 et al., 1998c). Assim, apesar do processo quimico ser o mais
utilizado na industria, este processo exige etapas de purificagdo da xilose, para remog¢ao do
catalisador e do produto final, tornando-o pouco competitivo.

Como alternativa ao processo quimico, tém sido realizados estudos no sentido de
desenvolver uma técnica menos dispendiosa e que seja possivel de utilizar a escala
industrial (Parajo et al., 1998a). A producao biotecnologica de xilitol consiste em converter
a xilose em xilitol mediante a utilizacdo de microrganismos. Existem bactérias, fungos e
leveduras que apresentam essa capacidade. As leveduras das espécies Candida
guillermondi, Candida tropicalis € Debaryomyces hansenii sdo referidas na literatura como

as melhores produtoras de xilitol (Dominguez et al., 1999).

1.6.2. Microrganismos produtores do xilitol

De entre os microrganismos, estudados, de uma forma geral, as leveduras sdo
consideradas os melhores microrganismos produtores de xilitol, e por este motivo a maior
parte dos estudos sdo feitos com leveduras.

A capacidade que as leveduras possuem em produzir xilitol a partir de D-xilose foi
descrita primeiramente por Onishi e Suzuki (1966). Das leveduras produtoras de xilitol
destacam-se as pertencentes ao género Candida: C. tropicalis, C. parapsilosis, C.
pelliculosa, C. mogii, C. entomaea, C. peltata, C. magnoliae e a espécie Debaryomyces
hansenii que produzem xilitol como produto principal (Carvalheiro, 2005). Para esta
ultima encontram-se descritos rendimentos em xilitol relativamente elevados quer a partir
de solugdes de xilose quer em hidrolisados. Existem autores que referem a levedura D.
hansenii UFV-170 como sendo a melhor produtora de xilitol entre 270 leveduras diferentes

(Sampaio et al., 2004).
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1.6.3. A levedura Debaryomyces hansenii

A levedura Debaryomyces hansenii (forma anaférmica: Candida famata) ¢ uma
espécie haploide e que reproduz assexuadamente por gemulagao multilateral. Este género ¢
também caracterizado pela possibilidade de conjugacdo heterogamica, isto ¢, conjugagdo
de duas células de diferentes formas ou dimensdes. O pseudomicélio estd ausente,
primitivo ou ocasionalmente bem desenvolvido (Breuer e Harms, 2006). A espécie D.
hansenii ¢ constituida por duas variedades, hansenii e fabryii, distinguiveis em diversas
propriedades, nomeadamente, na temperatura maxima de crescimento, (35 e 39°C,
respetivamente) e na mobilidade electroforética da enzima glucose-6-fostato-desidrogenase
(Breuer e Harms, 2006).

O principal habitat a que esta levedura aparece associada ¢ o ecossistema marinho,
embora possa ser encontrada também no solo, plantas e em diversos alimentos
processados.

A principal caracteristica biotecnologica da referida levedura prende-se com a sua
capacidade de metabolizar diversos monossacarideos presentes nos hidrolisados
hemicelulosicos e utilizar de forma eficaz a xilose como fonte de carbono e energia
(Breuer e Harms, 2006). Este facto, toma esta levedura a mais importante do processo de

bioconversdo de xilose em xilitol, como produto principal.

1.6.4. Metabolismo da D-xilose em leveduras

A D-xilose ¢ o principal agucar constituinte da fracdo hemiceluldsica da biomassa
vegetal (John R. Johnston, 1994). A conversdo dos actcares depende da forma como se
efetua o transporte através da membrana plasmatica, dependendo de uma grande variedade
de condi¢cdes ambientais, entre as quais, a taxa de oxigénio disponivel, o valor de pH,
temperatura, mistura de agucares e concentracdo de inibidores. O metabolismo da D-xilose
em leveduras divide-se em dois passos fundamentais para a producdo de xilitol: reducdo da
D-xilose a xilitol pela enzima xilose-reductase (XR) dependente do NADPH e oxidagdo do
xilitol em D-xilulose através da xilitol-desidrogenase (XDH) dependendo do NADH. A
presenca de xilose induz a formag¢ao das referidas enzimas. O oxigénio ¢ o fator que regula
a inducdo destas enzimas, sendo que a regeneragdo dos cofatores dependem fortemente da

disponibilidade deste.
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As leveduras podem ser classificadas em dois grupos distintos de acordo com a
especificidade da enzima XR para os cofatores e para as concentracdes de produtos
formados em diferentes condi¢des de arejamento. Nas leveduras que possuem a enzima
XR especificamente depende do NADPH (Candida tropicalis, C. guilliermondii) (Amaral-
Collago et al., 1989), observa-se a acumulacdo do polidl em condi¢des de limitagdo de
oxigénio, pois nestas condi¢des a capacidade da cadeia respiratéria na recuperacdo do
cofator NAD" ¢ reduzida, diminuindo assim a atividade da enzima XDH e da taxa de
conversao de xilitol em xilulose (Prior et al., 1989). As leveduras em que a XR utiliza
como cofatores o NADPH ou o NADH, tais como C. shehatae, P. tennophilus, P. stipilis
(Girio e Roseiro, 1993), o principal produto ¢ formado ¢ o etanol. Uma vez que a XR da
levedura D. hansenii ¢ dependente do NADPH, esta ndo fermenta D-xilose em

anaerobiose.

1.6.5. Fatores que influenciam a producao biotecnoldgica do xilitol

Embora a producdo biotecnoldgica de xilitol seja uma alternativa importante ao
método quimico, sdo-lhe reconhecidas algumas limitagdes.

A produgdo de xilitol ¢ afetada por diversos fatores, entre eles, a composi¢do do
meio de cultura, a temperatura, o pH do meio, disponibilidade de oxigénio, estirpe
utilizada, idade do indculo, e respectiva concentragdo celular. Adicionalmente, fatores
como a suplementacdo a concentragdo de agucares e a presenga de compostos inibidores
também influenciam o bioprocesso (Parajo et al., 1998a; Parajo et al., 1998b; Parajo6 et al.,
1998c).

Para uma bioconversao da xilose a xilitol eficiente ¢ fundamental que a composi¢ado
do hidrolisado hemiceluldsico seja adequada para servir como meio de cultura. O grau de
concentracdo dos hidrolisados afeta tanto as concentracdes de substrato como a dos
inibidores, e os seus efeitos combinados podem conduzir a um aumento da producdo de
xilitol ou a um decréscimo da produgdo, principalmente como resultado da concentragdo
de inibidores.

Relativamente a composi¢cdo do meio de cultura, esta descrito que concentragdes de
xilose elevadas favorecem a producdo de xilitol. No entanto a presenca de hexoses, no
meio de cultivo, nomeadamente a glucose ou manose, podem inibir o processo de

bioconversdo por repressao da atividade da enzima xilitol-reductase (XR), responsavel pela
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reducdo da xilose a xilitol, conduzindo a uma reducdo do rendimento em produto. Em
meios contendo glucose e xilose, a glucose ¢ consumida e quando em concentragdes
elevadas pode conduzir a diminui¢do consideravel da assimilagdo da xilose (Tavares et al.,
2000). Serd no entanto de referir, que no caso em que se utilizam hidrolisados, para obter
as concentracdes de xilose desejadas, pode também conduzir ao aumento da concentragdo
de compostos toxicos (com exce¢do dos volateis) podendo inibir o metabolismo e sendo
nesses casos necessario destoxificar os hidrolisados.

Sendo a bioconversdo da xilose em xilitol também afetada pela suplementa¢ao do
meio, ¢ de salientar que o tipo de suplemento adicionado deve ser alvo de estudos prévios
para determinar as concentracdes minimas necessarias € o tipo de suplementacdo mais
adequado, de forma a garantir a diminuicdo dos custos de suplementacdo e
consequentemente, o custo final do processo sem comprometer a producao do xilitol.

A adicdo de fontes de azoto e fosforo tem demonstrado potenciar o processo
independentemente da espécie de levedura utilizada, sendo que o fosfato ¢ um nutriente
muito importante para o crescimento celular, assim como o extrato de levedura ¢ muito
importante para a producdo de xilitol (Tavares et al., 1999; Carvalheiro et al., 2007).
Podem também ser utilizados outros suplementos, tais como o extrato de malte, peptona,
casaminodacidos, e corn steep liquor (CSL), este tltimo também muito interessante por ser
barato e bastante eficiente para a producdo de xilitol (Carvalheiro et al., 2007). Para a
otimizagdo do meio para a producdo de xilitol a suplementacio com vitaminas e
oligoelementos pode ser também necessaria (Preziosi-Belloy et al., 2000).

O arejamento fornecido as culturas ¢ também um fator fundamental no processo de
producdo de xilitol. Diversos estudos demonstraram que as condigdes de arejamento para a
maximizacdo da producdo de xilitol devem corresponder a condigdes de semi-aerobiose,
ou seja, condicdes de limitacdo de oxigénio (Nobre et al., 2002). O fornecimento de
oxigénio constitui um parametro chave pois com base neste parametro ¢ possivel promover
a utilizacao do carbono para o crescimento ou para a produgdo de xilitol ou encontrar uma
condi¢do de equilibrio para ambos (Nobre et al., 2002). Uma vez que, para além da taxa de
arejamento, a formagao de xilitol em leveduras ¢ muito sensivel a concentragdo de xilose, o
ideal serd que estes dois pardmetros sejam primeiramente tidos em consideragdo,
simultaneamente quando se estuda otimizacdo da produgdo de xilitol, para qualquer

espécie de levedura ou tipo de meio.
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O objetivo deste trabalho consistiu no desenvolvimento de um processo integrado para a
valorizagdo da palha de milho tendo por base o fracionamento seletivo dos seus

componentes estruturais.

Para a hidrdlise seletiva da hemicelulose foram estudados trés processos de pré-tratamento,
hidrotérmico ndo-catalisado (auto-hidrélise), hidrotérmicos catalisados por didxido de
carbono a diferentes pressdes iniciais e catalisados por sais inorganicos (nitrato de ferro)
com o objetivo de otimizar as condi¢des operacionais conducentes a recuperacdo maxima

de pentoses.

Os hidrolisados resultantes da hidrélise com Fe(NOs); nas condi¢des otimizadas foram
utilizados para o crescimento e apds concentracdo e/ou destoxificacdo, como meio de

cultura para a produgao de xilitol pela levedura Debaryomyces hansenii CCMI 941.

Para a valorizagdo dos residuos solidos, ricos em celulose e lenhina, foi avaliada
deslenhificacdo através da utilizacdo de processos organosolv utilizando misturas etanol-
agua.

Nos mesmos soélidos (ricos em celulose e lenhina) bem como nos solidos deslenhificados
(ricos em celulose), foi avaliada a disgestibilidade enzimatica com o objetivo de estimar o

seu potencial para utilizagdo noutras aplicagdes.
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2. Materiais e Métodos
2.1. Matéria-prima

A palha de milho utilizada neste trabalho foi colhida na regido de Salvaterra de
Magos e fornecida pela Associacdo Nacional de Produtores de Milho (Anpromis). Como
descrito na literatura, os caules representam cerca de 70% e as folhas representam cerca de
30% (Pordesimo, 2004) deste material. Apds recepgdo, a matéria-prima ¢ seca ao sol e
seguidamente moida num moinho de facas (Fritsh Industriestr, Alemanha) a particulas com
tamanho igual ou inferior a 6 mm. Em seguida a matéria-prima foi armazenada em

recipientes de plastico até futura utilizagao.

2.1.1. Caracteriza¢ao granulométrica

Para a caracterizagdo granulométrica da matéria-prima, utilizaram-se 100 g de palha
de milho que foram separadas, com recurso a um agitador de peneiros (Endecotts, ECVSI,
Inglaterra) e a 7 peneiros com 20,3 cm de didmetro (Retsch, ASTM El11, Alemanha) e
colocados em série de acordo com o diametro do poro (Tabela 6). Os ensaios foram

realizados em triplicado, sendo cada ensaio realizado durante 20 min.

Tabela 6 — Dimensdes dos peneiros usados na caracterizagdo granulométrica

Peneiros Diametro do poro (mm)
1 0,250

0,355

0,500

0,710

1,000

2,000

4,000

N N D R WN

Apoés separacdo, procedeu-se a pesagem da amostra retida em cada peneiro e
posteriormente foi calculado a percentagem da palha de milho correspondente a cada

fracdo.
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2.2. Pré-extracio aquosa da palha de milho

A palha de milho foi sujeita a uma pré-extragdo aquosa (PEA) para a remocdo dos
principais extrativos soliiveis em agua, como objetivo de avaliar fundamentalmente a
percentagem de agucares livres. Esta extracdo foi realizada em autoclave (Uniclave,
Portugal) utilizando uma razio liquido/solido (RLS) de 10 gseua’Ebiomassa seca > A temperatura
de 100°C, durante 60 min. Apos o tratamento, a fragao sélida e liquida foram recuperadas
por filtragdo rapida (Filter-Lab 1235) o licor foi submetido a uma segunda filtracdo, com
filtros de 0,22 pm (Millipore®, EUA) e analisado por HPLC (2.8.2). O restante licor foi
armazenado a 4°C.

Os residuos solidos foram lavados com 200 mL de agua destilada, secos a 50+5°C,
durante 48 h (estufa J.P. — Selecta, Espanha) e pesados ap0s ter permanecido a temperatura
ambiente durante 24 h. Foi utilizada uma pequena quantidade de amostra para
determinagdo de humidade (2.8.1.1), e a restante moida num moinho de facas (IKA,
Alemanha) em particulas inferiores a 0,5 mm e caracterizada quimicamente (2.8.1.6).

Todos os ensaios foram realizados em duplicado.

2.3. Fracionamento seletivo das hemiceluloses

2.3.1. Tratamento hidrotérmico catalisado com CQO,

Os tratamentos hidrotérmicos catalisados com CO, foram realizados utilizando um
reator de aco inoxiddvel, com um volume total de 600 mL (Parr Instruments Company,
Moline, Illinois, EUA). A este reator encontrava-se ligada uma linha para fornecimento de
CO, como mostra a Figura 9. O CO, utilizado (Air Liquide, AlphaGaz™™, Paris, Franga),
tinha uma percentagem de pureza de 99,99%.

Na Figura 9 esté ilustrado um esquema de toda a montagem laboratorial utilizada.
Todos os tratamentos foram realizados numa gama de temperaturas entre 180-240°C
(condigdes ndo-isotérmicas) e duas pressoes iniciais, 30 e 40 bar. A temperatura foi
controlada através de um controlador PID, modelo 4842 (Parr Instruments Company,
EUA). Para cada ensaio, pesou-se aproximadamente de 25 g de palha de milho (massa
seca), a qual se adicionou a massa de dgua destilada necessaria de modo a obter uma RLS

-1
de 10 Zagua’ Zbiomassa seca -
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Apos a ligagdo do reator e colocacdo da manta de aquecimento externa, ligou-se o
sistema de agitacdo, a qual foi mantida constante durante todo o tratamento, a 100 rpm,
com o auxilio de um impulsor de 2 turbinas com 4 laminas planas. Antes de se dar inicio a
cada ensaio propriamente dito, toda a mistura de reagentes (matéria-prima, agua e CO,) foi
mantida em contacto durante 10 min, sendo de seguida iniciada a subida de temperatura
para os valores pretendidos. Os perfis de aquecimento, assim como os de pressdo, foram
registados ao longo do tempo em todos os ensaios efetuados. Quando o reator atingiu a
temperatura pretendida, procedeu-se ao seu arrefecimento, através da remog¢ao da manta de
aquecimento externa e fazendo circular dgua fria nas serpentinas internas do reator, até os
20°C, sendo de seguida iniciada uma lenta despressurizacdo do sistema (aproximadamente
2 barmin™). Ao despressurizar a fase gasosa fez-se passar o gas através de um frasco
colocado num copo com gelo e contendo uma quantidade conhecida de etanol. Este
procedimento permite a dissolu¢do de compostos volateis para posterior analise qualitativa
€ quantitativa.

O licor ¢ a fase solida foram separados através de prensagem até 200 kg'm™ (Sotel,
Portugal) seguida de uma filtragdo do licor (filtros Whatman n°® 1). Os licores obtidos
foram armazenados em frascos para posteriores determinagdes analiticas (2.8.1.6), e os
residuos solidos, foram lavados com &4gua destilada, recolhidos numa caixa de papel
previamente tarada e secos em estufa (Memmert, Alemanha) a 50+£5°C, durante 48 h. Apds
pesagem, foi determinada a humidade desses solidos (2.8.1.1) e a seguir foram moidos
(IKA WERKE, Alemanha), com a finalidade de se obter particulas de tamanho < 0,5 mm

para posterior determinacdo da humidade e caracterizacdo quimica (2.8.1.6).
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Figura 9 — Esquema do sistema dos tratamentos hidrotérmicos catalisados com CO,. 1 — Vaso; 2 — manta
externa de aquecimento; 3 e 8 — impulsor de turbinas com 4 laminas planas; 4 — Termopar; 5 — véalvula de
entrada de CO, no sistema; 6 — valvula de seguranca; 7 — transdutor de pressdo; 9 — cilindro de CO,; 10 —
recipiente com etanol (recuperagdo fase gasosa); 11 — eixo de rotag@o; 12 — controlador PID de temperatura

€ pressao

2.3.2 Auto-hidrolise

De forma analoga aos tratamentos hidrotérmicos catalisados com CO,, foram
realizados tratamentos hidrotérmicos (auto-hidrdlise) que diferem dos primeiros, pela
inexisténcia da ligagdo do reator a uma linha de CO..

A auto-hidrdlise da palha de milho foi realizada numa gama de temperaturas que
variou entre 210-220°C, sendo utilizada a mesma razao liquido-sé6lido que em 2.3.1.

Estes ensaios diferem dos anteriores (2.3.1) pelo fato da despressurizacdo do reator
poder ser feita a uma temperatura mais elevada (cerca de 80°C) e por conseguinte o
arrefecimento mais rapido. O licor e a fase solida foram recuperados da mesma forma que

foi descrita anteriormente (2.3.1).
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2.3.3. Hidrélise com sais inorganicos

Para o tratamento com os sais inorganicos foi utilizado o mesmo reator referido em
2.3.1., assim como todo o procedimento de montagem do reator, arrefecimento e
recuperacdo do licor e residuos sdlidos. Os ensaios foram realizados numa gama de
temperaturas entre os 130-220°C. Para cada ensaio pesou-se cerca de 25 g de palha de
milho (massa seca) a qual se adicionou o peso de solu¢ao de Fe(NOs); 45 mM, de modo a

-1
obter uma RLS de 10 Esolugio Fe(NO3)3 Ebiomassa seca -

2.4. Deslenhificaciao

Os residuos solidos resultantes dos tratamentos hidrotérmicos (catalisados ou ndo
com CO,), correspondentes as condi¢des operacionais que permitiram a recuperagao mais
elevada de pentoses, foram sujeitos a um tratamento de deslenhificagdo, utilizando uma
mistura de etanol/agua (organosolv). As condi¢cdes operacionais correspondem as
previamente estudadas no LNEG-UB e descritas para a deslenhifica¢do da palha de arroz
(Moniz et al., 2013a).

O processo consistiu em adicionar, as amostras do s6lido pré-tratado, uma solugao de
etanol a 60,5% (m/m), de modo a obter, uma RLS de 10 gsolucao EOH" Ebiomassa seca > seguindo-
se a incubag¢do num banho termostizado (Memmert, Alemanha) a 30°C durante 1 h. Os
ensaios foram realizados em frascos Schott (Alemanha) de 250 mL, devidamente roscados
para evitar eventuais perdas.

Terminado esse tempo, o contetido dos frascos foi filtrado (filtros Whatman n° 1),
separando assim as fases solida e liquida, esta Gltima contendo a lenhina solubilizada. Os
residuos soélidos (deslenhificados) foram lavados com o mesmo volume da solucdo de
EtOH usado para a reacdo, secos a 50+5°C numa estufa, durante 48 h, para posterior

caracterizacdo quimica (2.8.1.6).

2.5. Hidrolise Enzimatica

Como objetivo de avaliar a percentagem de sacarificagdo dos residuos solidos pré-
tratados, foi realizada a hidrdlise enzimatica dos residuos provenientes dos tratamentos
hidrotérmicos (catalisados ou ndo com CO;), obtidos nas condi¢des de recuperagdo

maxima de pentoses (0s mesmos que sofreram o processo de deslenhificacdo descrito
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anteriormente). Para tal, foi utilizado um protocolo baseado no método do NREL
(“National Renewable Energy Laboratory) (Selig et al., 2008a; Selig et al., 2008b).

Os ensaios de hidrolise foram realizados em pequenos frascos de plastico de 25 mL
com tampa, tendo-se normalizado a quantidade de s6lido em cada ensaio. Nestes processos
foram utilizadas as enzimas Celluclast 1.5 L e Novozyme 188 (Novozymes, Dinamarca),
nas doses de 60 FPU/g de celulose e 64 pNPGU/g de celulose, respetivamente. Foi também
adicionado um tampao de citrato de (pH 4,8) e uma solucdo de azida de sodio (2%, m/v).

Fizeram-se varios brancos de enzimas (sem biomassa) e brancos de biomassa (sem
enzimas), para com isso descontar os hidratos de carbono livres presentes na biomassa e os
produtos que eventualmente se formam na auséncia das enzimas.

Os frascos apds serem fechados, foram colocados numa incubadora (Comecta,
Espanha), a 50°C durante 72 h, com uma rota¢do de 250 rpm. Finalizada a reagdo, os
frascos sdo colocados num banho a 100°C, para inativar as enzimas. Finalmente, as
amostras sdo filtradas sob vacuo utilizando filtros Millipore® de poro 0,45 pum, sendo o

filtrado analisado por HPLC (2.8.2).

2.6. Obtencao de hidrolisados para os ensaios de bioconversao

Os hidrolisados hemicelulosicos utilizados nos ensaios de bioconversao foram
produzidos utilizando o processo de hidrolise com sais inorgdnicos, nas condigdes
operacionais previamente otimizadas (2.3.3) (190°C, 45 mM de Fe(NOs)3). Para tal foram
realizados 10 ensaios de modo a obter o volume de hidrolisado suficiente. Os hidrolisados
obtidos nas condi¢des anteriormente descritas, foram misturados de modo a obter um lote

uniforme e armazenados a 4°C até posterior utilizacao.

2.6.1 Destoxificacio dos hidrolisados

Da mistura dos hidrolisados uma parte da foi utilizada (apds ajuste do pH) para o
crescimento celular, e outra foi utilizada para os ensaios de produgdo de xilitol, apds

concentragdo e/ou destoxificacao.
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2.6.1.1. Ajuste de pH

Este método consiste no ajuste do pH do hidrolisado (pH inicial de 2,8), até ao valor
5,5 pela adicdo de um agente neutralizante, Na,HPO, solido. A adi¢do progressiva de
pequenas quantidades de Na,HPO, ao hidrolisado foi acompanhada por agitacdo magnética
e leituras constantes de pH até atingir o valor pretendido. Ap6s o acerto de pH, os possiveis
precipitados foram removidos por filtragdo répida (Filter-Lab 1235) e filtracdo lenta
(Filter-Lab 1242).

A escolha do agente neutralizante passou por diversos ensaios com diferentes
reagentes, nomeadamente dihidrogenofosfato de potassio, hidroxido de s6dio. O Na,HPO,,
foi o agente escolhido pelo fato de, apds as varias filtracdes, este dar origem a um
hidrolisado limpido ao contrario do que acontecia com outros agentes testados em que

ocorre a formagdo de precipitados.

2.6.1.2. Tratamento com carvao ativado

O carvao utilizado (Merck, Alemanha) tinha uma granulometria de 100 a 400 mesh e
foi ativado com uma soluc¢do basica, NaOH (Salgado ef al., 2012; Duarte et al., 2012). Para
tal o carvdo e a solugdo foram misturados numa propor¢do de 1:5 (m/v) com agitagdo
numa incubadora orbital (Infors HT, Bottmingen, Suica) durante 1 h a 30+1°C e a 150 rpm.
Em seguida, o carvao foi filtrado (filtros Filter-Lab 1235) e seco numa estufa a 80+1°C
durante 12 h, aproximadamente.

Para a destoxificacdo, o carvao ativado foi, progressivamente adicionado ao
hidrolisado (pH 2,8) que se encontrava sob agitacdo magnética, na quantidade necessaria,
até atingir o valor de pH pretendido (5,5). Foi mantido sob agitacdo durante 1 h a
temperatura ambiente e no final, o hidrolisado foi recolhido por filtracdo (rdpida e lenta) e

armazenado a 4°C até posterior utilizacdo.

2.6.1.3. Concentracio do hidrolisado

De modo a aumentar a concentracdo de xilose no hidrolisado, bem como a remogao
de alguns compostos inibidores, tais como o furfural, o hidrolisado foi sujeito a um

processo de concentragdo por evaporagdo (2 vezes em massa) COm recurso a um
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evaporador rotativo (R-210 Buchi, Suiga), nas seguintes condi¢des: 150 mbar, 50°C e 4
rpm. Este processo foi aplicado aos hidrolisados destoxificados e ndo destoxificados.

Os hidrolisados destoxificados e/ou concentrados pelos varios métodos testados
foram analisados por HPLC relativamente a sua composi¢do em agucares, acidos alifaticos
e derivados furanicos (2.8.2). A concentragdo de compostos fenolicos totais foi analisada
através do espectrofotometro (2.8.4). As varias amostras concentradas foram guardadas a

4°C até posterior utilizagao.

2.7. Bioconversao dos hidrolisados

2.7.1. Preparacio dos meios de cultura

Para os ensaios de crescimento celular foram utilizados hidrolisados nao-
destoxificados e ndo-concentrados, sujeitos a correcdo de pH para 5,5 com Na,HPO,. Os
hidrolisados foram em seguida suplementados com micronutrientes, vitaminas e fonte de
azoto, fosforo e magnésio (TEVM — “trace elements, vitamins and minerals”).

Nos ensaios de otimizacdo da produgdo de xilitol foram utilizados hidrolisados
concentrados. O hidrolisado concentrado foi suplementado de forma idéntica aos ensaios
de crescimento celular (TEVM) ou com “corn steep liquor” (CSL).

A composicdo das diferentes solu¢des de suplementos encontra-se descrita no Anexo

Todos os hidrolisados foram esterilizados por filtragdo com membranas 0,22 pm

(Gelman Sciences, EUA) em sistema de filtracdo acoplado a frascos Schott.

2.7.2. Microrganismo

O microrganismo utilizado foi a levedura Debaryomyces hansenii, isolada a partir de
cana-de-agticar e depositada na Cole¢do de Culturas de Microrganismos Industriais do

LNEG (CCMI) com o niimero 941.

2.7.3. Ensaios de crescimento celular

Para o estabelecimento do perfil de crescimento da levedura D. hansenii, em

hidrolisado, foi utilizado hidrolisado nao-concentrado, esterilizado e suplementado
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conforme descrito anteriormente (2.7.1), o qual foi inoculado com culturas stock (em 15%
de glicerol) do microrganismo armazenados a —70°C. Apds descongelacdo lenta
(frigorifico) foram adicionados 2,5 mL da cultura stock a cada balao Erlenmeyer de 1000
mL com anteparas contendo 80 mL de hidrolisado suplementado com TEVM. Os baldes
foram incubados a 30°C com agitag@o orbital e 150 rpm (Infors Unitron HT, Suiga) até um
maximo de 24 h. Os ensaios foram realizados em duplicado. Para os tempos iniciais e final
foram retirados assepticamente 7 mL de amostra para a determina¢do da concentragdo da
biomassa celular. Para além destes foram retirados regularmente 3 mL de amostra para a
medida do crescimento celular (Abs 600 nm), pH e para analise da composicao do meio de

cultura por HPLC (2.8.2).

2.7.4. Ensaios de producao de xilitol

2.7.4.1. Preparacio do indculo

Para a preparacdo do inoculo, foi utilizado o hidrolisado ndo-destoxificado e nao-
concentrado, suplementado com TEVM, sendo as condigdes de produgdo do inodculo a
mesma que a descrita para os ensaios de crescimento (2.7.3). As culturas foram incubadas
durante 22 h e apds esse tempo, o conteudo dos baldes foi misturado de forma a obter um
indculo homogéneo. Foram recolhidos 10 mL de inoculo para tubos Falcon estéreis que
foram centrifugados (centrifuga Digicen 21-R, Espanha) durante 10 min a temperatura de
4°C. Em seguida a biomassa foi ressuspendida nos diferentes baldes contendo os
hidrolisados suplementados. A quantidade adicionada a cada baldo foi de modo a que cada

~ - . ~ e e . -1
baldo tivesse aproximadamente uma concentracao inicial de 1-2 g'L".

2.7.4.2. Condic¢oes de cultura

Para os ensaios de producdo de xilitol, adicionou-se a 54,15 mL de hidrolisado estéril
os volumes adequados de TEVM ou CLS, e em seguida ressuspendeu-se a biomassa
celular como descrito em 2.7.4.1.

Todos os ensaios foram realizados em duplicado, em baldes Erlenmeyer de 500 mL
sem anteparas, previamente esterilizados, contendo no final 60 mL de meio de cultura e

incubados nas mesmas condigdes do inoculo.
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Na Tabela 7 esta apresentado um resumo dos ensaios realizados para avaliar o efeito

da destoxificacdo e suplementagdo na producao de xilitol.

Tabela 7 — Ensaios realizados em hidrolisado concentrado para avaliagdo do efeito da destoxificacdo e

suplementacao

Ensaio Destoxificacio Acerto pH 5,5 Suplementagio

A Nao NazHPO4 CSL
B Niao Na,HPO, TEVM
C Sim Carvio TEVM

2.8. Métodos Analiticos

2.8.1. Caracterizacio quimica da matéria-prima e residuos solidos resultantes

dos pré-tratamentos

2.8.1.1. Determinac¢iao da humidade

Uma primeira etapa consiste em tarar as caixas de niquel a 100°C durante 16 h numa
estufa, seguida de arrefecimento no exsicador e pesagem numa balanga analitica (Mettler
HK 160, Suica). De seguida pesou-se, aproximadamente, 1 g de matéria-prima ou residuo
solido para as diferentes caixas e colocaram-se a secar na estufa nas condi¢des iniciais.
Apoés a secagem as caixas foram uma vez mais arrefecidas num exsicador durante 1 h e
pesadas novamente. Os ensaios de determinagdo de humidade foram realizados em

duplicado e sempre que necessario.

2.8.1.2. Determinacao da cinza

Para a determinac¢do da cinza da matéria-prima, tarou-se cadinhos de porcelana numa
mufla (Heraeus D-6450, Alemanha) a 550 + 5°C durante 16 h. Apds esse tempo, 0s
cadinhos foram arrefecidos em exsicador e pesados. Em seguida, foi pesada
aproximadamente 1 g de amostra seca para cada cadinho e foram colocados numa placa de
aquecimento e queimados, sendo posteriormente colocados na mufla a 550 + 5°C durante 5

h, arrefecidos e pesados. A diferenca entre a massa da amostra, que se encontrava no
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cadinho, antes e depois da inceneracdo na mufla, d4 a quantidade de cinza. Este
procedimento foi repetido sempre que necessario, sendo realizado, pelo menos, em

duplicado.

2.8.1.3. Determinaciao do residuo seco

A percentagem de sdlidos (residuo seco) nos hidrolisados foi determinada utilizando o
mesmo método de determinacdo de humidade, sendo que neste caso, a massa de amostra

utilizada foide 5 g.

2.8.1.4. Determinacao da concentracio de biomassa celular

A concentragdo celular foi regularmente estimada por medi¢do da absorvancia da
cultura, ao comprimento de onda de 600 nm, contra um branco de agua destilada, num
espectofotometro (JASCO V-530, Japao). Para valores de absorvancia superiores a 0,8
foram realizadas dilui¢des, de modo a obter leituras dentro da gama de linearidade 0,2-0,8.
Todas as dilui¢des foram efetuadas, pelo menos, em duplicado.

A concentracdo de biomassa foi também obtida através da quantificagdo da
concentracdo de biomassa seca da cultura em amostras selecionadas. Foram filtrados, sob
vacuo, 2,5 ou 5 mL de suspensdo celular, através de filtros (Gelman Sciences, EUA) com
didmetro de poro de 0,45 um, previamente secos e tarados. A biomassa foi lavada com 10
mL de 4gua ultra-pura, e os filtros foram secos em estufa a temperatura de 100+1°C,
durante, pelo menos, 18 h. Seguidamente foram arrefecidos até a temperatura ambiente
num exsicador, durante pelo menos 30 min, e pesados numa balanga analitica eletrénica

(Mettler HK 160, Suica). Este procedimento foi realizado, pelo menos, em duplicado.

2.8.1.5. Determinacio do teor de extrataveis

Os extrativos presentes na matéria-prima foram determinados de acordo com o
método do Tappi T 204 cm-97 (extrativos em diclorometano) e de acordo com o protocolo
experimental do NREL (Sluiter et al., 2008b) (extrativos em etanol e dgua), utilizando um
Soxhlet com 1000 mL de capacidade. Para tal as amostras foram extratadas

sucessivamente com diclorometano (6 h), etanol (18 h) e agua (18 h). O procedimento
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experimental mais detalhado e os calculos para a determinagdo dos teores de extrativos

encontram-se descritos no Anexo II.

2.8.1.6. Determinacio da proteina

A proteina total da matéria-prima foi determinada através do método de Kjedahl
(1975) utilizando um analisador de proteina semi-automatico Kjeltec, Tecator (Suécia).
O fator de conversdo utilizado foi N x 6,25. O procedimento experimental e os

calculos efetuados encontram-se descritos no Anexo I11.

2.8.1.7. Determinacio dos polissacarideos e grupos acetilo

As amostras dos residuos solidos pré-tratados foram sujeitas a uma hidrolise acida
quantitativa, de acordo com uma adaptac¢do do protocolo do NREL (Sluiter ef al., 2008a).
A 0,5 g de amostra foram adicionados 5 mL de H,SO4 a 72% (m/m) e a mistura incubada a
30£1°C num banho termostatizado (Memmert, Alemanha) durante 1 h com agitagdo
ocasional com uma vareta de vidro. Em seguida, todo o conteudo do tubo foi transferido
para frascos Schott de 250 mL por arrastamento com &agua desmineralizada, numa
quantidade suficiente para se obter uma concentra¢do de H,SO, de 4% (m/m). Esta mistura
foi autoclavada a 121°C durante 1 h e apds o término da reagdo procedeu-se a um
arrefecimento rapido com a abertura do esgoto da autoclave. Apds os frascos estarem
devidamente arrefecidos, fez-se a pesagem do conjunto de modo a verificar a ocorréncia de
possiveis perdas durante o tratamento. Por ultimo a mistura foi filtrada com filtros de placa
porosa (Schott) de porosidade 3, previamente tarados a 550+5°C numa mufla (Haraeus D-
6450, Alemanha) durante 5 h.

Os componentes da fra¢do liquida, o hidrolisado, apos filtragdo por filtros 0,45 pm,
foram posteriormente analisados por HPLC conforme descrito em 2.8.2. O célculo das
percentagens dos polimeros e grupos acetilo ¢ feito com base nas concentragdes de
glucose, xilose, arabinose e acido acético presente nos hidrolisados e encontra-se descrito

no Anexo IV.
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2.8.1.8. Determinacao da lenhina Klason

O residuo insoluvel obtido apo6s as duas fases da hidrélise 4cida quantitativa e apds
correcao do valor da cinza, constitui a lenhina Klason. Este residuo contido nos cadinhos
de placa porosa foi lavado com agua destilada (100 mL), filtrado e seco, numa estufa,
durante 16 h a 105+5°C. Decorrido o tempo, os cadinhos foram arrefecidos num exsicador,
a temperatura ambiente e pesados. De seguida, os cadinhos que continham o residuo
insoluvel foram colocados na mufla a 550+5°C durante 5 h e pesados apods arrefecimento
em exsicador. O valor da cinza no residuo insoltvel em acido permite fazer a corre¢do para

o calculo da lenhina Klason.

2.8.2. Determinacio de monossacarideos, acidos alifaticos e composto furanicos

A quantificacdo das concentracdes de D-glucose (Glc), D-xilose (Xyl), L-arabinose
(Ara), acido acético, acido formico, acido levulinico, 5-hidroximetilfurfural (HMF) e
furfural nos hidrolisados, foi realizada por HPLC (Agilent 1100 Series, Waldbronn,
Alemanha) utilizando uma coluna Aminex HPX-87H (Bio-Rad, EUA).

A quantificagdo dos acucares e acidos alifiticos acima mencionados foi realizada
utilizando um detector IR, enquanto a quantificacdo do furfural e o HMF foi realizada
através do detetor UV/VIS de fotodiodos.

Nos licores resultantes da pré-extra¢do aquosa da palha de milho foi utilizada coluna
HPX-87P (Bio-Rad) para a quantificacdo da sacarose, glucose e frutose.

Todas as amostras foram previamente filtradas antes da andlise através de
membranas Millipore de diametro de poro 0,22 um.

As concentragdes de todos os compostos analisados foram calculadas a partir das
respetivas curvas de calibracdo e tracadas a partir de solugdes padrido analisadas
regularmente.

As caracteristicas do equipamento e respetivas condigdes operacionais utilizadas

encontram-se descritas na Tabela 8.
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Tabela 8 — Equipamento e condi¢des de operagdo para as analises por HPLC

Coluna HPX - 87H HPX - 87P
Fase movel H,S0O4 0,5 mM H,O
Caudal 0,4 mL/min 0,6 mL/min

(caracterizagdo matéria-prima e
residuos so6lidos)
0,6 mL/min (outros)
Volume de amostra 20 pL (0,4 mL/min) ou 20 pL
5 pL (0,6 mL/min)

Temperatura da coluna 50°C 80°C
Temperatura do detetor IR 45°C 55°C
Comprimento de onda UV 280 nm

2.8.3. Determinacao dos oligossacarideos

De forma a determinar as concentragdes de acticares na forma oligomérica nos hidrolisados
foi pesada sensivelmente 1 g de HySO4 (72%) para frascos Schott de 100 mL e de seguida
foi adicionada uma quantidade de hidrolisado de modo a obter uma solugdo final de 4%
(m/m) de H,SO4. Apos autoclavagem a 120+1°C durante 60 min, os pds-hidrolisados
foram caracterizados quimicamente, utilizando os mesmos métodos que para os
hidrolisados.

O célculo das percentagens de oligossacarideos ¢ feito com base nas concentracdes de
glucose, xilose, arabinose e acido acético dos hidrolisados depois e antes da pds-hidrélise e

encontra-se descrito no Anexo I1.
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2.8.4. Determinacido de compostos fendlicos

Os compostos fenodlicos no hidrolisado foram doseados com uma solu¢do de Folin-
Ciocalteu, utilizando como padrdo o 4acido galico. O principal objetivo deste método
baseia-se na capacidade dos compostos fendlicos para reduzir o reagente de Folin-Cicalteu
o qual, em condi¢des alcalinas, altera a cor de amarelo para azul, sendo posteriormente
analisadas no espectrofotometro a 760 nm (JASCO V-530, Japao). Todo o procedimento

esta descrito no Anexo V.
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3. Resultados e Discussao

3.1. Caraterizacio da palha de milho

3.1.1. Caracteriza¢ao granulométrica

A granulometria da matéria-prima ¢ um fator importante para o armazenamento,
transporte e processamento. Por esta razdo, o lote da palha de milho utilizado neste
trabalho, ap6s moagem, foi caracterizado quanto a distribuicdo de massa consoante o

tamanho de particulas.
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Figura 10 — Distribuicdo das diferentes fragdes granulométricas da palha de milho

Pela andlise da Figura 10 pode observar-se que uma quantidade consideravel da
matéria-prima (38,3%) tem um diametro compreendido entre 1 ¢ 2 mm, 31% ¢ inferior a
0,250 mm e 26,5% apresenta diametro entre 0,355 e 0,710 mm. Comparativamente a
outros materiais, como por exemplo switchgrass (Panicum virgatum) (Bridgeman et al.,
2007), este lote caracteriza-se por conter uma percentagem relativamente elevada de finos
(<0,250 mm). Sabe-se que a distribuicdo granulométrica dos materiais depende das
caracteristicas estruturais da propria biomassa e também do método de moagem (Miranda
et al., 2012). O fato deste material ter sido triturado e s6 depois moido pode,

provavelmente dar origem a uma maior percentagem de finos, até comparativamente a
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outros resultados ja obtidos com palha de milho, quando a palha foi sujeita a uma moagem

direta (Moniz et al., 2013b).

3.1.2. Caracteriza¢do quimica

A composi¢do quimica dos materiais lenhocelul6sicos varia consoante a sua origem,
o tipo e condi¢des de cultura. As diferencas residem fundamentalmente na propor¢do
relativa dos trés componentes maioritarios, celulose, hemicelulose e lenhina e, em
particular, na composicdo das hemiceluloses. Deste modo, antes do fracionamento ¢
importante uma caracterizagdo criteriosa da matéria-prima a utilizar.

Na Tabela 9 ¢ apresentada a composi¢do quimica média da palha de milho utilizada

neste trabalho antes da pré-extragao.

Tabela 9 — Composi¢do quimica média da palha de milho (% base seca)

Componentes %
Celulose (glucanas) 40,00
Hemicelulose 26,30
Xilanas 18,87
Arabinanas 3,47
Grupos acetilo 3,95
Lenhina Klason 16,74
Cinza 7,80
Proteina 3,90

Outros (por diferenca) 5,26

A celulose, estimada pelo teor de glucanas, ¢ o principal componente da palha de
milho. Este material apresenta uma elevada quantidade de polissacarideos, 66%, dos quais
60% s3o glucanas e 40% hemicelulose. Desta Ultima, as xilanas sdo o componente
maioritdrio, como ¢ habitual nos materiais de origem agricola, contendo também
arabinanas e grupos acetilo. Estes dois ultimos grupos de compostos foram encontrados em

quantidades semelhantes as descritas para a palha de trigo (Nabarlatz et al., 2007).
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Em relacdo a quantidade de lenhina obtida, os valores sdo da mesma ordem de
grandeza dos descritos para os materiais lenhocelulésicos com menor teor de lenhina,
como ¢ caso dos cereais (Nabarlatz et al., 2007; Carvalheiro et al., 2009). Para a cinza, o
valor obtido foi inferior ao descritos por (Egues et al., 2012) mas superior ao encontrado

por (Moniz et al., 2013b), para a palha de milho.

3.1.3. Caraterizacao dos licores e residuos sdlidos resultantes a pré-extracio

aquosa

De modo a remover e caracterizar os principais extrativos soliveis em dagua,
nomeadamente os de aglcares livres, procedeu-se a uma pré-extracdo aquosa (PEA),
utilizando as condi¢des operacionais previamente estudadas no LNEG para a palha de
sorgo (Torrado, 2010).

Na Tabela 10 s3o apresentados os rendimentos e as respetivas concentragdes de
acucares dos licores obtidos a partir da palha de milho utilizando a pré-extracdo aquosa a

100°C durante 60 min.

Tabela 10 — Rendimentos e respetivas concentragdes de agucares obtidos nos licores resultantes da pré-

extragdo aquosa da palha de milho

g/100 g o1

matéria-prima
Sacarose 3,81 4,44
Glucose 2,66 3,11
Frutose 2,40 2,80
Total 8,87 10,35

Os agucares identificados e quantificados foram a sacarose, glucose e frutose. A
quantidade total de aglcares extraidos foi de 10,35 g'L”, sendo a sacarose o agucar
maioritario, seguida da glucose e frutose. As concentracdes de agucares encontrados sdo
mais elevadas que os obtidos por exemplo para o bagaco de azeitona extratado (Morais,

2012). Ainda assim, estes valores ndo sdo desprezaveis e poderdo ter uma ligeira influéncia
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na interpretagdo dos resultados dos rendimentos (principalmente para o caso das glucanas)
apos os pré-tratamentos.

Embora para alguns materiais, por exemplo a palha de sorgo (Torrado, 2010) tenha
sido realizada a PEA antes do pré-tratamento propriamente dito, neste caso, optou-se por
utilizar palha de milho sem PEA por se considerar que esta abordagem devera estar mais
proxima da realidade industrial.

O 4cido acético ndo se encontra nos licores em concentragdes apreciaveis,
pressupondo que as condigdes utilizadas ndo sdo suficientemente severas para remover 0s
grupos acetilo das hemiceluloses.

Na Tabela 11 ¢ apresentada a composi¢do da palha de milho apés a PEA. Nas
condi¢des testadas, ndo se verificaram alteragdes significativas na composi¢ao dos residuos

solidos, sugerindo que a PEA ndo afeta a composi¢do macromolecular da matéria-prima.

Tabela 11 — Composi¢do polimérica da palha de milho apods pré-extracdo aquosa

Componentes %
Celulose (glucanas) 38,71
Hemicelulose 24,10

Xilanas 17,86

Arabinanas 2,15

Grupos acetilo 4,09
Lenhina Klason 17,96

3.2. Fracionamento seletivo das hemiceluloses

3.2.1. Tratamentos hidrotérmicos

Os produtos que se obtém apds o processamento hidrotérmico da biomassa, bem
como as suas concentragdes, variam consoante a composicdo da matéria-prima e as
condi¢des operacionais do processo. Entre os produtos habitualmente obtidos encontram-se
os oligossacarideos, monossacarideos, acido acético e produtos resultantes da degradagdo
tais como furfural, 5-hidroximetilfurfural (HMF), 4acido férmico e levulinico e compostos

fenolicos (Palmqvist e Hahn-Hagerdal, 2000).
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Nas condigdes correspondentes as recuperacdes mdaximas de pentoses, 0s
oligossacarideos sdo, em geral, os principais compostos soluveis (Carvalheiro et al., 2008).
No entanto, sendo o objetivo deste trabalho a utiliza¢do de processos quimicos de hidrolise
suaves, que permitam também aumentar a propor¢do de monossacarideos (relativamente a
de oligossacarideos) para uma possivel utilizagdo dos hidrolisados na produ¢do de xilitol
por uma levedura, foram utilizados tratamentos hidrotérmicos catalisados com CO, com
diferentes pressoes iniciais de CO; (400 Psi e 600 Psi). Para uma melhor comparagdo dos
resultados foram também realizados alguns ensaios sem adi¢do de CO, (auto-hidroélise).

Na Figura 11 est4 apresentado o perfil de aquecimento e da variagdo de pressdo para

os diferentes ensaios.
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Figura 11 — Perfis de temperatura (M, A, ®) e pressdo ([1,0,0) para os tratamentos hidrotérmicos

catalisados com CO, (pressdes iniciais de 400 Psi) (M, ]), 600 Psi (A ,Q) e auto-hidrolise (®,0)

De acordo com os perfis de aquecimento obtidos, conclui-se que os resultados
obtidos sdo reprodutiveis. Assim, ¢ possivel observar que os perfis de aquecimento do
reator seguem uma tendéncia linear, ao passo que a variagdo da pressdo, como esperado
segue uma tendéncia exponencial. Sendo assim possivel estabelecer linhas de tendéncia
para os perfis de temperatura e pressao em fungao do tempo.

Pela observacdo dos varios perfis de aquecimento verifica-se que no caso dos
tratamentos hidrotérmicos catalisados com CO, os perfis de aquecimento sdo muito

semelhantes, distinguindo-se dos tratamentos de auto-hidrolise por apresentarem uma
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velocidade de aquecimento mais baixa para temperaturas inferiores a 100°C, sendo que os
tratamentos hidrotérmicos catalisados com CO, t€ém uma velocidade de aquecimento da
ordem dos 5°C/min, comparativamente a auto-hidrolise 7,4 °C/min. No entanto, nos
tratamentos catalisados com CO,, o tempo total necessario para atingir a temperatura
pretendida ¢ inferior, havendo uma subida da velocidade de aquecimento para 10,4 e 7,3
°C/min, para os tratamentos catalisados com CO, para 400 e 600 Psi, respetivamente,
contrariamente aos 5 °C/min na auto-hidrolise.

O registo dos perfis de aquecimento permitiu calcular os fatores de severidade
(Tabela 12) para cada temperatura de acordo com a expressdo proposta por Overand
(Overend et al., 1987). O fator de severidade ¢ um pardmetro empirico que agrupa numa
mesma variavel os efeitos do tempo e temperatura e que tem a vantagem de permitir

comparar os resultados dos ensaios realizados em diferentes condicdes.

Tabela 12 — Condig¢des experimentais utilizadas nos diferentes ensaios de processamento hidrotérmico

Fator de severidade, log R,

T (°C) Auto-hidrélise CO; (400 Psi)  CO; (600 Psi)

180 - 2,54 2,65
200 - 3,14 3,16
210 3,75 3,42 3,43
215 3,86 - -

220 3,97 3,56 3,69
230 - 3,97 4,01
240 - 4,33 -

3.2.1.1 Tratamento com pressao inicial de CO; de 400 psi

Na Figura 12 sdo apresentados os resultados correspondentes aos perfis de hidrolise
das arabinoxilanas em funcdo do fator de severidade, log Ry, para uma gama de

temperaturas entre 180-240°C.
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Figura 12 — Recuperagdo das arabinoxilanas () e rendimentos em xilo-oligossacarideos (A), pentoses monoméricas
() e furfural (%), em funcdo do fator de severidade, ap6s os tratamentos hidrotérmicos a pressao inicial de CO, de 400

Psi, A(XOS) — xilo-oligossacarideos substituidos com arabinose, Xyl+Ara — pentoses monoméricas

Tal como esperado, o tratamento hidrotérmico afetou significativamente a
hemicelulose, conduzindo a um decréscimo significativo da recuperagdo da arabinoxilanas
até¢ se obter uma solubilizagdo maxima de 95,7% para as condi¢cdes de maior severidade
(log Ry = 4,33). A maior recuperagdo de A(XOS) (xilo-oligossacarideos substituidos com
arabinose) foi obtida para os tratamentos de 200 e 210°C, (log R¢=3,14 e 3,42,
respetivamente). Para o log Ry=3,42, a recuperacdo de A(XOS) foi de 7,18 g/100 g de
matéria-prima. Nestas condi¢des, 66,10% das arabinoxilanas iniciais foram solubilizadas e
49,20% foram recuperadas como pentoses totais. O rendimento em A(XOS) obtido, 32,20
g/100 g ArXn foi semelhante ao descrito para os tratamentos hidrotérmicos da casca de
arroz ¢ da palha de trigo (Nabarlatz et al., 2007), mas ligeiramente mais baixo do que o
descrito em estudos anteriores para a palha de milho, quando sujeita a auto-hidrdlise
(Moniz et al., 2013b).

O rendimento de pentoses monoméricas atingiu o seu valor maximo de 4,03 g/100 g
de matéria-prima (correspondentes a 18,05 g/100 g ArXn inicial), para log Ry=3,14. Para a
condicdo mais severa testada, houve um decréscimo na recuperacdo de pentoses,
fundamentalmente de arabinose, provavelmente devido as reagdes de degradacdo. Como
consequéncia, a concentracao de furfural aumentou até atingir o valor de 2,98 g/100 g de

matéria-prima (13,36% em relagdo a ArXn inicial).
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Figura 13 - Recuperagdo das glucanas (#) e rendimentos em gluco-oligossacarideos (H) (GlcOS), glucose
(A) e S5-hidroximetilfurfural (*') (HMF) em funcdo do fator de severidade, apds os tratamentos

hidrotérmicos a pressdo inicial de CO, de 400 Psi

Ao contrario das xilanas, as glucanas sdo muito menos afetadas por este tipo de
tratamentos ainda que exista alguma hidrélise (maximo de 27,87%) sendo recuperadas no
licor na forma oligomérica (gluco-oligossacarideos, GlcOS), monomérica (glucose) e uma
pequena percentagem na forma de 5-hidroximetilfurfural (HMF). A concentracdo de
GlcOS obtida ¢ muito semelhante para todas as condigdes, correspondendo a uma
recuperagdo de cerca de 1 g/100 g de matéria-prima (Figura 13). O maximo de rendimento
de glucose atingido foi de 2,52 g/100 g de matéria-prima, para log Ry=2,54. Em todas as
condi¢des, as concentracdes de HMF foram baixas e semelhantes aos resultados obtidos
para outros materiais sem o uso do CO, (Moniz ef al., 2013b; Nabarlatz et al., 2007; Egues
etal.,2012).

Refira-se que as recuperacdes de glucose na fase liquida sdo inferiores ao esperado
tendo em conta a hidrdlise das glucanas observadas. Este resultado poderd em parte ser
explicado pela presenga de acticares soluveis nesta matéria-prima, nomeadamente glucose
e sacarose, que podem de certa forma ocultar a hidrolise da glucose que ocorre. O valor
mais elevado de GlcOS para a condi¢do de menor severidade poderd indicar que a origem

da glucose provém mais desses mesmos agtlicares soluveis do que da celulose.
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-Composicao dos licores obtidos

Na Tabela 13 apresenta-se a composicdo dos licores obtidos para as diferentes
temperaturas. A concentragdo total de pentoses, tanto na forma monomérica como
oligomérica, aumenta com a severidade dos tratamentos até ao log Ry=3,42. Destas, a
xilose é a principal, atingindo uma concentragio méxima de 3,73 g'L”' e comegando a
decrescer a partir de log R¢p=3,56, dando origem a um aumento dos produtos de
degradacdo, nomeadamente o furfural. Embora a concentragdo de A(XOS) obtida seja
semelhante entre para log Ry entre 3,14 e 3,56, a condicio com o log Ry=3,42 foi
considerada a mais favoravel, pois o valor de A(XOS) ¢ mais elevado e a formagdo de
furfural € relativamente baixa.

A concentragdo maxima de pentoses totais foi obtida para o fator de severidade de
log Ry=3,14. Nestas condi¢des foi também obtida a recuperagdo total de pentoses mais
elevada, estando os acucares fundamentalmente na forma oligomérica, sendo para as
pentoses a razao oligdbmeros/monoémeros de 1,7.

Para além dos oligossacarideos e monossacarideos, os hidrolisados contém também,
em menores concentragdes, outros produtos resultantes da hidrolise da hemicelulose, como
o 4cido acético que atingiu uma concentragio maxima de 3,74 g'L™'. Nestas condicdes, as
concentracoes de furfural e HMF foram relativamente baixas.

Para além do acido acético, foi também detetado no hidrolisado a presenga de acido
formico, cuja concentragdo aumenta com o aumento da severidade do tratamento. Pode
assim verificar-se que o aumento da concentracdo dos 4cidos alifaticos pode estar

correlacionado com a diminui¢io do pH (R* = 0,974).
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Tabela 13 — Composicio (g-L™) dos licores obtidos a partir dos tratamentos hidrotérmicos catalisados com

CO; a uma pressao inicial de 400 Psi

Fator de severidade, log R,

2,54 3,14 3,42 3,56 3,97 433

(180)  (200) (210) (220) (230)  (240)
pH 5,00 4,34 3,93 3,83 3,6 3,41
(A)XOS 1,65 6,98 9,88 6,56 3,63 0,52
GlcOS 2,90 0,90 0,73 0,91 1,12 0,81
AcO 0,47 0,93 1,03 1,14 1,88 0,00
Xilose 2,61 3,73 3,34 3,41 2,96 1,81
Arabinose 0,49 0,70 0,80 0,71 0,72 0,00
Glucose 2,76 2,57 1,86 1,07 0,86 0,79
Pentoses * 5,00 12,42 12,02 11,63 7,75 2,41
Acido acético 0,74 1,67 2,42 2,63 3,05 3,74
Acido férmico 0,36 0,99 2,06 2,20 3,08 3,17
HMF 0,48 0,16 0,35 0,40 0,52 0,73
Furfural 0,11 0,17 0,65 0,75 1,54 2,07

A(XOS) - xilo-oligossacarideos substituidos com arabinose; GlcOS — gluco-oligossacarideos; AcO — grupos acetilo ligados aos
oligossacarideos; * concentragdo determinada de pentoses na forma monomérica (depois da pos-hidrolise acida); valores entre paréntesis
indicam a temperatura final do tratamento

-Composicao dos residuos solidos

Uma vez que os tratamentos hidrotérmicos dos materiais lenhoceluldsicos conduzem
fundamentalmente a hidrolise da hemicelulose, as alteracdoes do rendimento em sélidos
obtidos (quantificados pela perda de peso seco) sdo uteis para monitorizar a evolugdo dos
tratamentos.

Na Tabela 14 sdo apresentados os dados para a composicao dos residuos solidos apos
o tratamento hidrotérmico da palha de milho em funcdo da severidade do tratamento. Para
a condi¢do de menor severidade, a solubilizagdo do sélido foi baixa (16,1%) e a
composicdo quimica dos residuos soélidos ¢ similar a da matéria-prima. No entanto, para as
severidades superiores a log Ry=3,14, o rendimento em sélido vai sempre decrescendo com
o aumento da severidade, chegando a uma solubilizagdo maxima de cerca de 50%. Esta

diminuicdo de massa estd relacionada, principalmente, com a solubilizacdo das
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hemiceluloses. Como se pode observar, a percentagem de arabinoxilana no s6lido diminui
com o aumento de log Ry, obtendo-se para a temperatura mais elevada uma percentagem
residual deste componente (1,91%). Também a percentagem de grupos acetilo no so6lido
residual diminui com o aumento da severidade do tratamento, esta diminuicdo pode
também estar correlacionada com o aumento da concentracdo de acido acético na fase
liquida (R* = 0,974).

Tal com referido anteriormente, a solubilizagdo méxima das glucanas foi de 27,87%.
Ainda assim, a percentagem de glucanas no residuo so6lido, apds processamento, aumentou

até atingir um valor maximo de cerca de 60%.

Tabela 14 — Composicdo polimérica dos residuos solidos obtidos ap6s tratamento hidrotérmico catalisado

com CO; a uma pressao inicial de 400 Psi

Fator de severidade, log R,

(%) 2,54 3,14 3,42 3,56 3,97 4,33

(180) (200) (210) (220) (230) (240)
Rendimento sélido?® 83,9 64,2 59,9 56,2 52,6 51,2
Arabinoxilanas® 21,74 17,62 11,66 11,03 3,65 1,91
Glucanas® 44 4 50,4 56,4 58,3 60,3 60,2
Grupos acetilo” 4,23 3,28 2,46 1,93 1,06 0,70
Lenhina Klason” 19,5 24,4 25,5 26,9 30,5 35,7

* (g/g de matéria-prima); ® (2/100g de residuos solidos tratados); Valores entre paréntesis indicam a temperatura final do tratamento

A Figura 14 mostra o efeito dos processos hidrotérmicos na lenhina Klason
recuperada. Até a severidade log R;=3,42, praticamente ndo ocorre solubilizacdo da
lenhina mas para a severidade de log Ry=3,97 ocorre uma solubiliza¢ao de 14,08%, seguida
de um aumento da recuperacdo. Ainda assim, a percentagem de lenhina nos residuos
solidos aumenta sempre com o aumento da severidade sendo esse aumento mais acentuado
para as severidades mais elevadas. (Tabela 14). Este aumento da recuperacdo de lenhina ¢
bastante tipico para os processos hidrotérmicos e foi descrito também para os processos
com 4acido diluido (Garrote et al, 2002), podendo estar associado a reagdes de
condensa¢do da lenhina com os actcares ou com os produtos da sua degradacdo, dando

origem a formagao de produtos insoluveis (Ramos, 2003).
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Figura 14 — Recuperagdo de lenhina Klason em fung¢do do fator de severidade apods os tratamentos hidrotérmicos a

pressdo inicial de CO, de 400 Psi

3.2.1.2. Tratamento com pressao inicial de CO; de 600 Psi

Considerando que a hidrolise da hemicelulose, nas condi¢des descritas
anteriormente, deu ainda origem a uma percentagem de oligossacarideos sempre mais
elevadas que de monossacarideos, foram realizados outros tratamentos em que se
aumentou a pressdo inicial de CO, para 600 Psi. Na Figura 12 sdo apresentados os
resultados correspondentes aos perfis de hidrélise de arabinoxilanas em fun¢do do fator de
severidade, log Ry, para uma gama de temperaturas entre 180-230°C. Neste caso, ndo foi
realizado o ensaio para a temperaturas mais elevada (240°C), uma vez que se pretendia
fundamentalmente comparar a recuperacdo de pentoses na condi¢do Otima, para as

diferentes pressoes iniciais de COx.
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Figura 15 - Recuperagio das (arabino)xilanas (@) e rendimentos em xilo-oligossacarideos (A), pentoses monoméricas
(M) e furfural (%), em func¢do do fator de severidade, apds os tratamentos hidrotérmicos a pressdo inicial de 600 Psi,

A(XOS) - xilo-oligossacarideos substituidos com arabinose, Xyl+Ara — pentoses monoméricas

Mais uma vez, o tratamento hidrotérmico afetou significativamente a hemicelulose,
conduzindo a um decréscimo significativo da recuperagdo da arabinoxilanas (Figura 15). A
recuperagdo de A(XOS) foi sempre aumentando com o aumento da severidade a
temperatura de 210°C (log Ry=3,43). Nestas condi¢des, a recuperagdo de A(XOS) foi de
7,23 g/100 g de matéria-prima, o que representa uma solubilizacio de 48,43%
arabinoxilanas correspondendo a uma recuperagdo de 49,92% como pentoses totais. O
rendimento méximo em A(XOS) obtido neste caso, foi ligeiramente inferior ao obtido para
a pressao inicial de 400 Psi.

O rendimento de pentoses monoméricas atingiu o seu valor mais elevado (3,65 g/100
g de matéria-prima), valor este que ¢ inferior ao obtido no ensaio de 400 Psi. Os
rendimentos em furfural e HMF foram mais baixos aos obtidos anteriormente para as

mesmas condi¢des de severidade.
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Figura 16 - Recuperagdo das glucanas (#) e rendimentos em gluco-oligossacarideos (M) (GlcOS), glucose
(A) e S5S-hidroximetilfurfural (#) (HMF), em fung¢fo do fator de severidade, ap6s os tratamentos

hidrotérmicos a pressdo inicial de CO, de 600 Psi

Ao contrario das xilanas, as glucanas foram muito menos afetadas pelo tratamento,
como se viu no caso anterior, existindo alguma solubilizacdo da ordem dos 17,5% (em
média), com uma recuperagdo maxima de oligossacarideos (GlcOS) no licor de 0,81 g/100
g de matéria-prima (log R¢=2,43, Figura 16). O rendimento em glucose maximo foi de 3,41
g/100 g de matéria-prima obtido para a condi¢do de menor severidade (log Ro= 2,65). Em
todas as condigdes, as concentracdes de HMF foram baixas e semelhantes aos resultados
obtidos para outros tipos de matéria-prima sem o uso do CO, (Moniz et al., 2013b;
Nabarlatz et al., 2007; Carvalheiro et al., 2009).

Refira-se que para a condi¢do de menor severidade a recuperagdo de glucose na fase
liquida € superior ao que seria de esperar como resultado da hidrdlise da celulose. No
entanto, este resultado podera em parte ser explicado pela presenga de acucares soluveis
nesta matéria-prima, nomeadamente glucose e sacarose, que podem de certa forma

confundir a verdadeira hidrolise da celulose que ocorre.
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-Composicao dos licores obtidos

Relativamente & composi¢do dos licores verifica-se que concentragdo total de
pentoses (monoméricas e oligoméricas), aumenta com o aumento da severidade do
tratamento. Destas, a xilose ¢ a principal sendo que a concentragdo de A(XOS) atingiu o
seu valor mais elevado para log R(=3,43, também nestas condi¢cdes foi obtida a
recuperagdo de pentoses mais elevada.

Apesar do aumento da pressdo inicial de CO; e potencialmente da concentragao do
acido carbonico, as pentoses recuperadas continuam a aparecer fundamentalmente na
forma oligomérica obtendo-se igualmente uma razao oligdmeros/mondémeros de 1,7.

O aumento da pressdo inicial de CO; ndo permitiu assim o aumento desejado do
rendimento em pentoses, nomeadamente monoméricas. As concentracoes de A(XOS)
foram semelhantes e a das pentoses monoméricas ligeiramente inferiores aos obtidos com a
pressdo inicial de CO; de 400 Psi.

Em relagio ao acido acético este atingiu um méximo de 3,75 g'L"'. Nestas mesmas
condi¢des, e em comparacao com as condi¢cdes anteriormente testadas, as concentragdes de
furfural e HMF foram mais baixas. Esta parece ser uma vantagem importante do uso do
CO3, que conduz fundamentalmente a uma menor formagdo de produtos de degradacgao.

Refira-se que a adicdo de CO, ao meio reacional tem influéncia no perfil de
aquecimento embora as recuperacdes maximas sejam obtidas para severidades
semelhantes.

Para além do acido acético, foi também detetado no hidrolisado a presenga de acido
formico, cuja concentragdo aumenta com o aumento da severidade do tratamento. Pode
assim verificar-se que o aumento da concentracdo dos 4cidos alifaticos pode estar

correlacionado com a diminui¢io do pH (R* = 0,925).
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Tabela 15 — Composigio (g'L") e respetivos valores de pH dos licores obtidos a partir dos tratamentos

hidrotérmicos catalisados com CO,, a uma pressdo inicial de 600 Psi

Fator de severidade, log R,

2,65 3,16 3,43 3,69 4,01

(180)  (200) (210) (220) (230)
pH 5,03 4,27 3,96 3,84 3,75
(A)XOS 2,21 6,97 7,02 6,90 6,59
GlcOS 0,46 0,44 0,79 0,51 0,74
AcO 0,14 0,65 1,02 0,66 0,00
Xilose 2,80 2,87 3,29 3,26 2,85
Arabinose 1,08 0,94 0,74 0,66 0,69
Glucose 3,69 2,34 1,87 2,30 2,85
Pentoses * 6,43 1,78 12,07 11,82 11,09
Acido acético 1,14 2,41 2,60 3,19 3,75
Acido férmico 1,12 1,20 1,24 1,43 1,36
HMF 0,07 0,23 0,25 0,39 0,41
Furfural 0,04 0,21 0,22 0,39 0,84

A(XOS) - xilo-oligossacarideos substituidos com arabinose; GlcOS — gluco-oligossacarideos; AcO — grupos acetilo ligados aos
oligossacarideos; * concentragdo determinada de pentoses na forma monomérica (depois da pos-hidrolise acida); valores entre paréntesis
indicam a temperatura final do tratamento

-Composicao dos residuos sélidos

Na Tabela 16 estdo representadas as composig¢des dos residuos solidos obtidos as
diferentes condi¢des de severidade ensaiadas. Para a condicdo de menor severidade, a
solubilizagdo do sélido foi baixa. No entanto, vai decrescendo ligeiramente até ao valor de
62,17%, na condicdao mais severa, alterando assim a propor¢ao do residuo so6lido final. Esta
diminuicdo de massa pode ser correlacionada com a hidrolise das hemiceluloses.

Como ja foi referido, as glucanas foram menos afetadas pelos tratamentos, € assim a

sua concentracao nos residuos solidos aumenta com o aumento da severidade.

64



Tabela 16 - Composi¢do polimérica dos residuos solidos obtidos apds tratamento hidrotérmico catalisado

com CO,, a uma pressdo inicial de 600 Psi

Fator de severidade, log R,

(%) 2,65 3,16 3,43 3,69 4,01
(180) (200) (210) (220) (230)
Rendimento sélido * 74,4 72,0 70,8 65,0 62,17
Arabinoxilanas® 22,99 17,71 16,27 11,66 10,34
Glucanas® 44,24 52,96 54,58 55,06 58,63
Grupos acetilo” 391 3,22 3,23 1,85 1,65
Lenhina Klason” 18,72 22,26 23,61 24,87 28,91

* (g/g de matéria-prima); ® (2/100g de residuos solidos tratados); Valores entre paréntesis indicam a temperatura final do tratamento

Como se pode observar na Figura 17, lenhina é pouco afetada por este tratamento e

nos residuos solidos obtidos apos tratamento a percentagem de lenhina aumenta, seguindo

uma tendéncia semelhante a obtida para a pressao inicial de 400 Psi (Tabelas 13 e 14).
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Figura 17 - Recuperagdo de lenhina Klason em fungdo do fator de severidade apds os tratamentos hidrotérmicos a

pressdo inicial de CO, de 600 Psi
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3.2.1.3. Auto-hidrdlise

Os perfis de auto-hidrdlise baseiam-se no estudo do comportamento de cada
componente estrutural (celulose, hemicelulose e lenhina) e dos seus derivados, ao calcular
a recuperacdo de cada um e relacionando-as com a severidade das diferentes condigdes.

Tendo em conta que a hidrélise da hemicelulose dos tratamentos hidrotérmicos
catalisados com CO, ja discutidos, deu origem a uma percentagem relativamente elevada
de oligossacarideos, foram realizados trés tratamentos hidrotérmicos sem adi¢do de CO,
(auto-hidrdlise) para condi¢des proximas das previamente otimizadas (210, 215, 220°C)
(Moniz et al., 2013b). O objetivo destes ensaios foi verificar se os tratamentos catalisados
com CO, teriam realmente vantagens e uma influéncia significativa nas razdes
pentoses/oligossacarideos obtidas.

Nestes tratamentos a recuperacdo de A(XOS) mais elevada foi obtida para a
temperatura de 215°C (log Ry=3,86), correspondendo a 8,08 g/100 g de matéria-prima.
Nestas condigoes, 77,41% das arabinoxilanas iniciais foram solubilizadas e 52,15% foram
recuperadas como pentoses totais. O rendimento em A(XOS) obtido neste caso foi
ligeiramente superior ao obtido os tratamentos catalisados com CO,. Nestas condigdes o
rendimento em pentoses monoméricas foi ligeiramente mais baixo que o obtido para os
tratamentos catalisados com CO,, sendo a razdo oligdmeros/monoémeros de 2,1.

Na Figura 18 estdo apresentadas as composigdes relativas dos diferentes hidrolisados
(auto-hidrolise e processos hidrotérmicos catalisados com CO;) nas condi¢des
correspondentes a recuperacdo maxima de pentoses. Como se pode observar a
concentracdo de monossacarideos obtidos por auto-hidrdlise (22,8%) ¢ inferior as obtidas
para os tratamentos hidrotérmicos catalisados com CO; (29,8% e 31,0%). Ja as
concentragdes relativas de A(XOS) sdo ligeiramente superiores aos valores obtidos para os
processos catalisados com CO,, o que parece mostrar que em termos da propor¢ao relativa
a adi¢do de CO; favorece ligeiramente a obtencao de pentoses monoméricas em detrimento
das oligoméricas. Ainda assim, a adi¢do de CO; ndo tem um efeito significativo na
hidrolise. Pode acontecer que por um lado as concentragdes de CO; ndo sejam ainda
suficientemente elevadas para que o acido carbonico formado tenha efeito na hidrélise. Por
outro lado, ¢ de acordo com os resultados obtidos (van Walsum ¢ Shi, 2004) a adigao de
CO; pode ser importante no caso de materiais muito pouco acetilados mas no caso de

matérias mais acetilados, como a madeira de alamo (5% de grupos acetilo), a sua adi¢ao

66



parece ndo ter um efeito aparente nas quantidades de pentoses obtidas. Refira-se que a
palha de milho utilizada neste trabalho apresenta um grau de acetilagdo médio (3,95% de
grupos acetilo).

Refira-se ainda que os valores de pH dos hidrolisados obtidos no caso dos processos
catalisados com CO, sdo ligeiramente mais elevados do que os obtidos na auto-hidrolise.
Estes resultados poderdo estar relacionados com a libertagio de compostos alcalinos
resultantes da solubilizagdo da cinza (Moniz et al., 2013b; van Walsum ¢ Shi, 2004;
McWilliams e van Walsum, 2002).

Em relagdo aos teores de acidos alifaticos pode-se observar a partir da Figura 18 que
no caso da auto-hidrolise os valores sdo superiores. O mesmo acontece para os derivados
furanicos cuja propor¢do relativa diminui @ medida que aumenta a pressdo de CO,. Tal
como referido anteriormente, os tratamentos hidrotérmicos catalisados com CO, dao
origem a perfis de aquecimento mais lentos (até 100°C) do que no caso da auto-hidrdlise e
perfis de aquecimento mais rapidos de 100°C até a temperatura final. O fato do processo
ser mais rapido para se obter uma mesma temperatura final faz com que se obtenha um
rendimento semelhante em pentoses com uma menor hidrolise das arabinoxilanas

ocorrendo também menos degradagdo, i.e., menor formagdo de derivados furanicos.
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Figura 18 - Composicdo relativa dos hidrolisados obtidos para a auto-hidrolise (AH) e tratamentos
hidrotérmicos com diferentes pressdes iniciais de CO, (400 Psi e 600 Psi) nas condigdes de severidade
correspondentes a recuperagdo maxima de XyltAra (i), AcO (M), A(XOS) (M), GlcOS (M), acidos

alifaticos () e derivados furanicos (M)
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A composicdo dos residuos solidos obtidos nas diferentes condigdes Otimas, esta
apresentada na Figura 19. Estes resultados mostram que quanto mais elevada a pressdo
inicial de CO, menor a hidrolise das arabinoxilanas, ou seja, o CO, e o acido carbonico
formado nestas condi¢des, sdo pouco eficientes no aumento da hidrélise da hemicelulose.
Por outro lado, a recuperacio maxima de pentoses totais foi semelhante para as duas
pressdes iniciais de CO,, tendo a vantagem de ocorrer uma menor formagao dos derivados

furanicos na presenga de COs.
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Figura 19 — Composigdo relativa dos residuos solidos obtidos para a auto-hidrdlise (AH) e tratamentos
hidrotérmicos com diferentes pressdes iniciais de CO, (400 Psi e 600 Psi) nas condigdes de severidade
correspondentes a recuperagdo maxima de pentoses. Lenhina Klason (), glucanas (), arabinoxilanas (™)

grupos acetilo (1) e outros (")

Relativamente aos outros componentes poliméricos, e tendo em conta a hidrélise da
hemicelulose mais elevada obtida para os tratamentos de auto-hidrélise, verifica-se que no
caso dos tratamentos catalisados com CO,, as percentagens de glucanas e lenhina nos

residuos obtidos sdo ligeiramente mais baixas.

3.2.2 Hidrélise com sais inorganicos

Os sais inorganicos podem ser considerados como acidos de Bronsted, permitindo o
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aumento da taxa de hidrdlise das hemiceluloses e da celulose durante o processamento da
biomassa em meio 4cido, embora possam também ser utilizados isoladamente (Liu et al.,
2009). Como qualquer outro processo de hidrolise a composicao quimica dos hidrolisados
hemicelulodsicos varia de acordo com a matéria-prima utilizada, o tipo e a concentragdo do
catalisador (neste caso do tipo de sal utilizado), bem como a temperatura e duragdo do
processo. Algumas das condi¢des operacionais adotadas para a otimizag¢do da hidrolise
com sais inorganicos, nomeadamente o tipo de sal e temperatura, vém ganhando cada vez
mais interesse para o pré-tratamento da biomassa. Até a0 momento existem ainda poucos
trabalhos que descrevam a utilizagdo de sais inorgdnicos para a hidrdlise de materiais
lenhoceluldsicos. Destes, os sais que demostram apresentar maior potencial sao o FeCls
(Marcotullio et al., 2010), ¢ também o Fe(NO3); (Sun et al., 2011a; Liu et al., 2009).

Na Figura 20 sdo apresentados os resultados correspondentes aos perfis de hidrolise
das arabinoxilanas em funcdo do fator de severidade, log Ry, para a hidrdlise da palha de
milho com Fe(NOs); 45 mM, numa gama de temperaturas entre 130-220°C.

A hidrdlise com sais inorganicos afetou significativamente a hemicelulose,
conduzindo a uma hidrélise significativa das arabinoxilanas até se obter a solubilizagdo
completa para as condi¢cdes de severidade mais elevadas (log Rop> 3,70). A maior
recuperagdo de xilose foi obtida para o tratamento de 190°C (log Ry = 3,05), 14,01 g/100 g
de matéria-prima. Nestas condicdes, 78,76% das arabinoxilanas iniciais foram
solubilizadas. A par da hidrolise da hemicelulose, ocorre também a formagdo de
oligossacarideos mas neste processo em muito menor quantidade que nos anteriores. Em
comparagdo com os tratamentos hidrotérmicos referidos acima, este processo torna-se mais
vantajoso, devido a sua elevada recuperagdo de pentoses, sendo assim um método mais
indicado quando o objetivo ¢ utilizar o hidrolisado para bioconversdo, hidrolisando a
hemicelulose de modo a obter uma maior percentagem de pentoses monomeéricas livres.

O rendimento de pentoses monoméricas aumenta com a severidade atingindo o seu
valor maximo de 17,79 g/100 g de matéria-prima (correspondendo a uma recuperagdo de
79,64 g/100 g de ArXn inicial), para o log Ry= 3,05. Este valor compara favoravelmente
com muito dos resultados obtidos para a hidrélise de &cidos diluidos de materiais
lenhoceluldsicos (Schell et al., 2003; Ohgren et al., 2007; Tucker et al., 2003).

No entanto, o0 maximo de pentoses deste trabalho foi ainda inferior aos valores

obtidos por Sun (Sun ef al., 2011a) utilizando o mesmo sal (Fe(NOs)s3). Isto pode dever-se
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ao fato da quantidade de sal utilizada neste trabalho (0,36 g Fe(NOs)3/100 g de matéria-
prima) poder ndo ser ainda a 6tima, assim como a razdo liquido-sélido ser diferente nos
varios trabalhos (Liu et al., 2009; Sun et al., 2011a). Além disso, sera também de referir
que o material lenhocelulésico utilizado por Sun (Sun et al., 2011a), residuos de milho
(corn stover), foi sujeito a uma ensilagem, o que pode ser visto como um pré-tratamento
adicional da matéria-prima, ficando esta mais suscetivel a hidrolise posterior. Desta forma
se explica a menor taxa de solubilizacdo de pentoses obtida no presente trabalho, quando
comparada com os resultados obtidos por Sun (Sun et al., 2011a).

Para a condi¢do mais severa testada, houve um decréscimo na recuperacdo de
pentoses, fundamentalmente devido as reagdes de degradacdo. Como consequéncia, a

concentragdo de furfural aumentou até atingir o valor de 5,19 g/100 g de matéria-prima.

N
[¢)]

15

- [N}
o o
L 4
]
]
J
/
L 2
/7
/7

S
4

Arabinoxilana, A(XOS)
(g/100 g de matéria-prima)

(&)

\

(o)

/\

Xyl, Ara, Furfural

(9/100g de matéria-prima)

0 k== X X -
0,5 15 25 3,5 45

Iog’ R,
Figura 20 — Recuperacdo das arabinoxilanas (®) e rendimentos em xilo-oligossacarideos (A), Xyl

(xilose) (M) (xilose), Ara (arabinose) (O) e furfural (*), em funcdo do fator de severidade, apds hidrolise

com Fe(NO3);

Também neste tipo de hidrolise, as glucanas sdo muito menos afetadas que as xilanas
ainda que exista alguma solubiliza¢do (cerca de 26,1%), sendo recuperadas no licor na
forma oligomérica (GlcOS), monomérica (glucose) e uma pequena percentagem degradada
na forma de HMF. A concentracdo de GIcOS obtida €, quase sempre, da mesma ordem de
grandeza independentemente da temperatura, correspondendo a uma média de recuperagao

de 1,56 g/100 g de matéria-prima (Figura 21). O méaximo de rendimento de glucose
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atingido foi de 5,57 g/100 g de matéria-prima, para log Ry = 1,79. Tal como referido
anteriormente para os processos hidrotérmicos, ¢ possivel que em certa medida os
resultados relacionados com as glucanas e os seus produtos de hidrolise possam estar
ligeiramente afetados pela presenga de actcares soliiveis nos extrativos deste material.

As concentracdes de HMF foram relativamente baixas quando comparadas com os
resultados obtidos para outros tipos de matéria-prima, como o corn stover (Sun et al.,
2011a) que apresentam concentragcdes de HMF e concentragdes de furfural elevadas (nas

condi¢des mais severas).
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Figura 21 — Recuperagio das glucanas () e rendimentos em gluco-oligossacarideos (M) (GlcOS), glucose

(A) e HMF (), em fungdo do fator de severidade, ap6s hidrélise com Fe(NO3);

-Composicao dos licores obtidos

Na Tabela 17 apresenta-se a composi¢do dos licores obtidos para as diferentes
temperaturas. A concentracdo total de pentoses, na forma monomérica, aumenta com a
severidade dos tratamentos até log Ry=3,05. Destas, a xilose ¢ a principal, atingindo uma
concentragio maxima de 15,23 g'L"' ¢ comegando a decrescer a partir do log R¢=3,40,
dando origem a um aumento dos produtos de degradacdo, nomeadamente o furfural. A
concentragio maxima de A(XOS) obtida foi de 6,25 g'L" para uma severidade de 2,47. A

concentracdo maxima de pentoses totais foi obtida para a severidade de log R;=3,05.
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Contrariamente ao que acontece nos processos hidrotérmicos, neste caso, os agucares estao
fundamentalmente sob a forma monomérica, sendo a sua razdo oligdmeros/mondémeros

0,08.

Tabela 17 — Composicio (g'L™) e respetivos valores de pH dos licores obtidos a partir da hidrolise da palha
de milho com Fe(NO3);

Fator de severidade, log R,

1,04 148 1,79 2,09 247 277 3,05 340 3,70 3,98
(130) (140) (150) (160) (170) (180) (190)  (200) (210) (220)

pH 2,32 2,49 2,59 2,60 2,65 2,69 2,83 2,89 2,91 3,02

(A)XOS 0,29 0,35 2,04 3,24 6,25 2,30 0,27 0,00 0,00 0,00

GlcOS 0,65 0,53 0,15 0,64 0,94 1,32 1,49 0,15 0,00 0,00
AcO 0,17 0,25 0,34 0,74 1,03 1,08 1,42 0,00 0,00 0,00
Xilose 336 3,69 4,08 5,60 7,80 12,14 1523 11,21 8,07 4,20

Arabinose 1,48 1,74 1,99 2,46 2,68 3,57 4,11 4,03 1,55 1,71
Glucose 539 4,48 6,06 5,52 5,40 5,07 5,45 5,23 4,93 3,67
Pentoses * 4,78 5,84 8,43 11,79 17,67 18,40 19,62 12,45 6,70 3,38
Ac. Acético 0,31 0,40 0,53 0,69 0,96 3,84 5,02 6,65 7,93 6,68
Ac.Férm. 1,25 1,34 1,02 1,30 0,60 2,33 2,90 3,61 4,40 5,64
HMF 0,00 0,01 0,03 0,07 0,18 0,47 0,79 1,17 1,46 1,63
Furfural 0,00 0,00 0,03 0,01 0,02 0,29 0,95 2,21 3,25 3,61

A(XOS) — xilo-oligossacarideos substituidos com arabinose; GlcOS — gluco-oligossacarideos; AcO — grupos acetilo
ligados aos oligossacarideos; * concentragdo potencial de pentoses na forma monomérica (depois da pds-hidrolise acida);

valores entre paréntesis indicam a temperatura final do tratamento

Para além dos monossacarideos e oligossacarideos, os hidrolisados contém também,
em menores concentragdes, outros produtos resultantes da hidrélise da hemicelulose. Entre
eles encontra-se o 4cido acético que atinge uma concentragio maxima de 7,93 gL’
superiores as concentragdes obtidas com processos hidrotérmicos. No entanto, neste caso a
percentagem de grupos acetilo ligados aos oligossacarideos também ¢ inferior, o que
significa que podera existir mais 4cido acético livre no hidrolisado. Ainda assim, os valores
sdo mais elevados do que seria de prever, tendo em conta a composicao deste material.
Nestas condic¢des, as concentracdes de HMF foram relativamente baixas, no entanto as

concentragdes de furfural podem atingir valores mais elevados para as condi¢des de maior
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severidade. Comparativamente aos tratamentos hidrotérmicos, e para as mesmas condi¢des
de severidade, a hidrdlise catalisada com Fe(NOs); d4 origem a uma maior formacgao de
derivados furdnicos. Esta formacdo ¢ ligeiramente mais elevada na condigdo
correspondente a0 maximo de pentoses, mas para as condi¢cdes de severidade mais
elevadas, a formagdo de derivados furdnicos, principalmente o furfural, aumenta
drasticamente. Este fato, faz que este tipo de método tenha também sido descrito para a
produgdo de furfural (Marcotullio e de Jong, 2011).

No entanto, no caso em que se pretende utilizar o hidrolisado para bioconversao, este
aspeto faz com que seja necessario uma otimizagao criteriosa das condigdes operacionais,
razao pela qual se optou por utilizar uma concentragao de catalisador baixa, em detrimento
de se obter um menor rendimento em pentoses.

Também na Tabela 17 estdo os valores de pH (a temperatura ambiente) obtidos no
final de cada tratamento. Como se pode observar, o pH aumenta a medida que aumenta a
severidade dos tratamentos. No entanto, o pH da solucdo do Fe(NO;3); tem um valor
inferior aos obtidos nos tratamentos (pH=1,3). Esta acidez da solugdo ¢ explicada através
do carater acido Bronsted do Fe(NOs;); devido a formacdo, em solucdo aquosa, do
complexo hidratado de Fe(H.0)s’", que quando em contato com a agua, sofre uma

hidrolise de acordo com as equacdes abaixo descritas:

[Fe(H20)s]*" + HyO — [Fe(H20)s(OH)]*" + H;0" (2)

[Fe(H20)s(OH)]*" + H,0 — [Fe(H20)4(OH),]" + H;0" (3)

Este complexo hidratado quando estd em meio aquoso, converte um dos ligandos de
H,0 a OH’, formando o ido hidrénio (H3O"), sendo este o agente catalisador da hidrolise.
No entanto, apesar da solugdo de nitrato de ferro ter um comportamento acido, o pH do
hidrolisado apds os tratamentos aumenta com o aumento da severidade. Uma possivel
explicagdo para a subida do pH sera a formagio de acetato, que ira captar os ides H;O" do
meio, formando acido acético e diminuindo assim a acidez do meio. Também os
compostos inorganicos da matéria-prima (quantificados como cinza), por terem
caracteristicas alcalinas, ajudam a tamponizar o meio, podendo assim estar a contribuir

para a subida de pH.
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-Composicao dos residuos solidos

Uma vez que a hidrolise da palha de milho com Fe(NOs); conduz fundamentalmente
a hidrolise da hemicelulose, as alteracdes dos rendimentos em solidos obtidos
(quantificados pela perda de peso seco) sdo uteis para monitorizar a evolugdo dos
tratamentos.

Na Tabela 18 sdo apresentados os dados para a composic¢ao dos residuos sélidos apos
o tratamento hidrotérmico da palha de milho em fun¢do da severidade. Para a condicdo de
menor severidade, a solubilizacdo do solido foi baixa e a composi¢ao dos residuos sélidos
¢ similar a composi¢ao quimica da matéria-prima. No entanto, para o log R, superior a 1,48
o rendimento em so6lido vai sempre decrescendo com o aumento da severidade, chegando a
uma solubilizagdo méxima de 50%. Esta diminuicdo de massa pode ser correlacionada
principalmente com a solubilizagdo das hemiceluloses. Como se pode observar, a
percentagem de arabinoxilana no s6lido diminui com o aumento da severidade, ndo sendo
detetada para as temperaturas mais elevadas testadas. Na verdade, o rendimento em sélido
mais baixo nem sdo obtidos para as temperaturas mais elevadas, fato que nao aconteceu no
caso dos processos hidrotérmicos, podendo estar relacionado com possiveis reagdes de

precipitagdo do complexo de ferro, anteriormente referido.

Tabela 18 - Composicéo polimérica dos residuos solidos tratados apos hidrélise com Fe(NOs);

Fator de severidade, log R,

1,04 1,48 1,79 2,09 2,47 2,77 3,05 340 3,70 3,98

%
() (130) (140) (150) (160) (170) (180) (190) (200) (210) (220)

Rend. solido® 81,8 80,8 69,1 57,8 50,0 52,8 57,9 56,0 550 544

Xilanas® 21,2 20,8 20,95 2026 18,09 1091 7,15 4,78 0,00 0,00
Arabinanas® 3,14 324 2,66 2,52 2,35 2,12 1,04 0,00 0,00 0,00
Glucanas® 393 399 439 52,4 59,1 59,5 555 558 46,8 58,4
Lenhina

b 18,2 18,5 19,2 20,3 22,0 24,1 24,1 27,1 30,1 332
Klason

* (g/g de matéria-prima); b (g/100g de residuos solidos tratados); Valores entre paréntesis indicam a temperatura da reagéo
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Tal como referido anteriormente, a solubilizagdo méxima das glucanas foi de 26% e
ndo sendo essa solubilizagdo significativa, a percentagem de glucanas no residuo solido,

apOs tratamento, aumentou até atingir um valor maximo de 59,5%.

20

10

Lenhina Klason
(9/100 g de matéria-prima)

log R,
Figura 22 — Recuperagdo da lenhina Klason em funcdo do fator de severidade apds o tratamento com

FG(NO3)3

O efeito dos tratamentos com sais na lenhina Klason recuperada ¢ demonstrado na
Figura 22. Neste tipo de tratamentos podemos observar que para além de hidrolisar a
hemicelulose, a lenhina ¢ mais afetada do que se verificou no caso dos processos
hidrotérmicos. A recuperagdo minima de lenhina (11,11 g/100 g matéria-prima) foi obtida
para a severidade de 2,47 e corresponde a uma solubilizacdo maxima de 34,21%. Nas
condigdes mais severas, ¢ tal como se verificou nos casos anteriores, assistiu-se a um
aumento aparente da lenhina recuperada que pode estar relacionado com reacdes de

condensagdo como ja referido anteriormente.

3.2.3. Deslenhificaciao organosoly

Nos residuos solidos resultantes dos diferentes processamentos hidrotérmicos (nas
condi¢des correspondente a recuperacdo mdaxima de pentoses) foi estudada a
deslenhificagdo com solventes orgénicos, utilizando as condi¢cdes operacionais

previamente estudadas para a palha de arroz (Lino, 2012). Além da possibilidade de
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recuperagdo das lenhinas na fracdo liquida, os solidos, apds deslenhificacdo, deverdo
permitir obter um aumento da recuperacdo de glucanas, passiveis de serem ainda
valorizadas.

Na Tabela 19 estdo apresentados os valores da composi¢do quimica polimérica da
matéria-prima, dos solidos pré-tratados em diferentes condicdes e das amostras
deslenhificadas. Tal como se pode observar, o tratamento de deslenhificagdo, com uma
mistura de etanol/agua 60,5% a temperatura de 30°C conduziu, em todos os casos, a uma
reducdo significativa do teor de lenhina. A remocao de lenhina mais elevada foi obtida no
tratamento da auto-hidrélise. Nos solidos deslenhificados obteve-se também um aumento
do teor de glucanas, sendo o valor mais elevado 67,59%, obtido para a deslenhificacdo do
solido resultante do tratamento de auto-hidrélise. Na Figura 23 sdo apresentados os
rendimentos de deslenhificacdo e as respetivas recuperagdes de polissacarideos obtidos
apos deslenhificagdo. Pode verificar-se que a deslenhificacdo foi muito seletiva, ou seja, os
polissacarideos foram pouco afetados, uma vez que se obtiveram recuperagdes de glucanas
e xilanas superiores a 96% e 85%, respetivamente. O valor da recuperacdao de glucanas ¢
inclusivamente superior aos obtidos noutros trabalhos assim como rendimento méaximo de
deslenhificagdo (Lino, 2012; Serralheiro, 2013) para outro tipo de matéria-prima,
indicando assim que a palha de milho e o conjunto de processos de fracionamento

utilizados tém elevado potencial.

Tabela 19 - Composi¢do quimica dos residuos solidos apds tratamentos hidrotérmicos, sem adi¢do do CO,

(auto-hidrolise) e com diferentes pressdes iniciais de CO, (400 e 600 Psi), e apds deslenhificagido

log Ry = 3,86 log Ry = 3,42 log Ry =3.,43
Matéria-prima

(AH) (CO, =400 Psi) (CO; =600 Psi)
ND D ND D ND D
Glucanas 40,00 59,30 67,59 56,40 63,79 54,58 64,86
Xilanas 18,87 7,74 745 11,30 11,72 14,07 16,34
Arabinanas 3,47 1,73 0,00 1,36 0,00 2,19 0,00
Grupos acetilo 3,96 1,63 1,16 2,46 2,58 3,51 2,70
Lenhina Klason 16,74 28,80 6,39 25,50 8,31 23,68 9,00

ND — néo deslenhificado; D — Deslenhificado; valores entre paréntesis indicam o tipo de tratamento
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O fato de ser possivel separar, com rendimento elevado, cada uma destas fracdes,
poderd assim contribuir significativamente para o aproveitamento e valorizagdo deste
material.

Serd de referir que a deslenhificagdo com solventes orgédnicos ¢ habitualmente
realizada a temperaturas elevadas (da ordem dos 200°C) (Romani et al., 2011; Huijgen et
al., 2012). No entanto, o fato da palha de milho ter sido sujeita a pré-tratamentos
hidrotérmicos, pode facilitar o processo de deslenhificagcdo. Refira-se que as condigdes
utilizadas neste trabalho baseiam-se em estudos anteriores de deslenhificacdo da palha de
arroz por processos organosolv, que demonstram que € possivel obter uma deslenhificagdo
significativa, a temperaturas proximas da temperatura ambiente (30°C), o que € uma

vantagem em termos energéticos e dos custos de equipamento.
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Figura 23 — Recuperagdo dos polissacarideos ap6s deslenhificagdo dos residuos sélidos por auto-hidrolise (AH) e
tratamentos hidrotérmicos com diferentes pressdes iniciais de CO, (400 Psi e 600 Psi) nas condigdes de severidade

correspondentes a recuperagdo maxima de pentoses. Glucanas (), xilanas (M) e rendimento da deslenhificacéo (M)

Interessa que o teor de polissacarideos seja pouco afetado pelo método da
deslenhifica¢do, para que os residuos obtidos possam ainda ser utilizados para outras
aplicagdes. Assim sendo, o processo utilizado tem vantagens, pois mostra ser bastante
seletivo para as lenhinas, e contrariamente a outros processos utilizados, como por

exemplo o processo Kraft, praticamente ndo afeta os polissacarideos.
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3.2.4. Hidrolise enzimatica

Os tratamentos hidrotérmicos discutidos anteriormente levam a uma hidrélise
significativa da hemicelulose, permitindo obter residuos sélidos ricos celulose e lenhina,
enquanto que a deslenhificacdo organosolv permite a obtencdo de residuos sélidos ricos
em celulose, e que podem ser utilizadas para outras aplicagdes. Uma das possibilidades de
utilizacdo da celulose consiste na sua sacarificagdo enzimatica para a obtencdo de
hidrolisados ricos em glucose que podem ser utilizados em varios processos sendo o mais
usual a produgdo de etanol.

Assim, de forma a estudar o efeito dos tratamentos hidrotérmicos na digestibilidade
da celulose, foi realizada a hidrélise enzimatica dos residuos sélidos obtidos nas condigdes
consideradas Otimas para a recupera¢do de pentoses, de cada tratamento acima discutido.
Na Tabela 20 sdo apresentados os resultados dos rendimentos da hidrolise enzimatica dos
diferentes solidos antes e apos deslenhificagdo. O valor mais elevado, 83,31%, foi obtido
para o solido resultante da auto-hidrélise (ndo-deslenhificado). Este resultado, ¢
relativamente surpreendente, pois ¢ habitualmente referido que a presenca de lenhina pode
impedir a hidrolise enzimatica (Silva-Fernandes et al., 2013). Esta tendéncia para se obter
um menor rendimento de sacarificacdo para as amostras resultantes do tratamento
hidrotérmico catalisado com CO, pode estar também relacionada com a presenga de uma
maior percentagem de hemicelulose, comparativamente a auto-hidrélise. No entanto, ¢
também de referir que as amostras deslenhificadas t€ém uma percentagem superior de
glucanas (Tabela 20), e uma vez que a dose de enzima foi normalizada a quantidade de
biomassa e ndo ao teor de glucanas, pode acontecer que essa dose seja ligeiramente mais

baixa que a necessaria para atingir uma sacarificagao eficiente.
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Tabela 20 — Rendimentos de sacarificacdo obtidos apds hidrélise enzimatica dos residuos solidos obtidos nas

condigdes otimizadas antes (ndo-deslenhificados) e ap6s deslenhificacdo (deslenhificados)

Condigao % Sacarificacao
Nao -
Deslenhificados
Deslenhificados
log Ry =3,86 215°C)y 83,3165,29 ___________
log Ry = 2,42 (210°C, 400 Psi) a 51,04
log Ry = 2,43 (210°C, 600 Psi) 66,44 42,83

# — dados nio disponiveis

Os rendimentos de sacarificagdo comparam favoravelmente com outros valores da
literatura, por exemplo, obtidos apds tratamento hidrotérmico de residuos de eucalipto
(79%) e bagaco de azeitona extratado (83%) (Silva-Fernandes et al., 2013; Fernandes et
al., 2012)

3.3. Crescimento da levedura Debaryomyces hansenii em hidrolisado

Todos os processos de fracionamento da hemicelulose estudados tiveram como
principal objetivo obter hidrolisados adequados para bioconversdes. Tendo em conta que
os hidrolisados obtidos a partir da hidrolise com sais inorganicos foram aqueles que em
que se obteve a concentragdo mais elevada de acucares livres (Tabela 17), foram estas as
condi¢des selecionadas para a produgdo de hidrolisado a ser utilizado como meio para o
crescimento da levedura Debaryomyces hansenii CCMI 941. Para tal, efetuou-se um
ensaio de comparagao dos perfis de crescimento e de consumo de agucares da levedura D.
hansenii em hidrolisado suplementado com vitaminas, microelementos, magnésio e fontes
de azoto e fosforo (TEVM) e em hidrolisado suplementado apenas com vitaminas e sais. A
justificacdo da ndo-suplementacdo com azoto e fosforo tem a ver com o fato do hidrolisado
j& conter nitratos e também ter sido adicionado fosfato para corre¢do de pH até 5,5. Os

respetivos perfis de crescimento estdo apresentados na Figura 24.
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Figura 24 — Perfis de crescimento da levedura D. hansenii em hidrolisado resultante da condig¢do otimizada na
hidrélise com Fe(NOs); e suplementado com trace elements, vitamins and minerals (TEVM) (M) ¢ com sais e

vitaminas (™)

Comparando os perfis de crescimento da levedura nestes dois meio verifica-se que
ambos apresentam uma fase de laténcia semelhante.

Estes resultados podem ser justificados pelo fato de ser atribuido a esta espécie a ndo
utiliza¢do de nitratos. Assim, como os suplementos do TEVM contém outra fonte de azoto,
(NH4)2S0., este devera contribuir para um crescimento mais eficiente No entanto, neste
ultimo a taxa especifica de crescimento foi mais elevada assim como a produtividade
celular (cerca de duas vezes superior). Na Tabela 21 sdo apresentados os parametros

cinéticos e estequiométricos obtidos nas diferentes condi¢des de crescimento.

Tabela 21 — Parametros cinéticos e estequiométricos para a levedura D. hansenii cultivada em hidrolisado
com microelementos, vitaminas, magnésio, fontes de azoto e fosforo (TEVM) e em hidrolisado com sais e

vitaminas

Suplementagio  Pmsx Qx Yxss
() (gL' (ggh
TEVM 027 0,31 0,30

Vitaminas e sais 0,21 0,14 0,20

u — taxa especifica de crescimento; Q, — produtividade celular; Yy — rendimento em biomassa (calculado com

base nos agucares consumidos);
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A produtividade celular assim como o rendimento em biomassa mais elevado foram
obtidos no hidrolisado suplementado com TEVM (Figura 25). Os perfis de consumo de
acucares e dos compostos inibidores presentes nos hidrolisados ajudam na clarifica¢dao do
metabolismo da levedura. Como se pode observar, apds um consumo inicial de glucose, de
xilose e glicerol, observa-se a paragem da assimila¢do destes a¢licares em consequéncia do
consumo de furfural que ndo ¢ assimilado a biomassa, razdo pela qual se observa uma fase
estacionaria (fase sem crescimento) entre as 3 h e as 7 h, altura em que todo o furfural é
consumido. Inicia-se entdo o consumo de HMF, que limita a assimila¢do de glucose mas
ndo a impede, ao contrario do que ocorre para a xilose e para o glicerol. Este consumo
simultaineo de HMF e glucose permite entdo o consumo de biomassa que atinge taxas de
crescimento bastante significativas. Nesta fase (a partir das 15 h), observa-se que a cultura
crescida no meio suplementado com TEVM apresenta uma taxa de crescimento superior,
consequéncia de uma taxa de assimilagdo de xilose e glicerol também superior. Para esta
situacdo, também contribuira a presenga de outra fonte de azoto, (NH4),SOs4, este devera
contribuir para um crescimento mais eficiente uma vez que serd uma fonte de azoto mais
facilmente assimilavel.

Todas estas razdes justificam um maior rendimento encontrado na presenca de
TEVM 0,30 g'L'h" contra 0,14 g'L"'h™" (Tabela 21). No entanto, os valores obtidos para o
rendimento em biomassa calculados foram inferiores aos valores ja descritos na literatura
para esta levedura em meio quimicamente definido (0,53-0,58 g'g™") (Nobre et al., 2002),
ainda assim bastante satisfatorios. Refira-se que neste caso se utilizou como inéculo
culturas stock armazenadas em glicerol (15%), enquanto a utilizagdo de pré-indculos
crescidos em hidrolisados parece permitir a obten¢do de rendimentos mais elevados
(Carvalheiro et al., 2004), nomeadamente permitir a aclimatizacdo das células. As taxas
especificas de crescimento foram semelhantes mas ligeiramente superiores no meio de
hidrolisado suplementado com TEVM, sendo os valores concordantes com os encontrados
na literatura (Carvalheiro et al., 2006). Todos os agucares sdo consumidos ao fim de 28 h.
Na Figura 25 sdo apresentados os perfis de consumo de acucares nos hidrolisados com

diferentes suplementagoes.
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Figura 25 — Perfis de consumo de xilose (/\), glucose ([J), arabinose (O), acido acético (A),
glycerol (@), HMF () e furfural (%) da levedura D. hansenii em hidrolisado suplementado com

trace elements, vitamins and minerals TEVM (A) e vitaminas e sais (B)

O perfil de assimilacdo de agucares, em ambos os casos, caracteriza-se pelo consumo
em simultaneo da glucose e da xilose. Também o furfural (em primeiro lugar) e o HMF sdo
consumidos durante o periodo de consumo da glucose. Apds o esgotamento da glucose
inicia-se o consumo do acido acético. O consumo da arabinose s6 tem inicio quando os
valores de xilose atingem os valores de 4,75 gL para o hidrolisado suplementado com
TEVM e 7,11 gL para o hidrolisado suplementado com sais e vitaminas. Este perfil,
relativamente ao consumo de agucares ¢ concordante com trabalhos anteriores utilizando
esta levedura e outros hidrolisados (Carvalheiro et al., 2004; Silva-Fernandes et al., 2008;
Duarte et al., 2004). O tempo para que ocorra um consumo total de aglicares ¢ semelhante

para ambos os meios, sendo completamente consumidos as 28 h. No entanto para o
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hidrolisado contendo TEVM as taxas de consumo global (Qs) sdo ligeiramente superiores
que as obtidas para o hidrolisado suplementado com vitaminas e sais (8,61 e 8,29 g‘L'l'h'l,
respetivamente).

Para além da biomassa, ndo foi detetada a acumulagdo significativa de quaisquer
produtos metabolicos.

Tendo em conta os melhores resultados alcancados no hidrolisado suplementado com
TEVM, foi este o meio utilizado para o crescimento celular e producdo de indculo nos

ensaios seguintes.

3.4. Efeito da destoxificacio na composi¢cio quimica do hidrolisado

Como descrito anteriormente, a eficiente producdo de xilitol por leveduras necessita
de elevadas concentracdes inicias de xilose. Para se obter essas concentragdes, podem-se
utilizar diversos processos, que podem levar também a concentracdo de inibidores do
metabolismo das leveduras. No entanto, a concentragdo méaxima permitida para cada um
dos compostos potencialmente inibidores num hidrolisado ndo pode ser estabelecida a
priori, pois depende de muitos fatores, tais como a estirpe de microrganismo, a presenca
simultanea de outros inibidores (que podem induzir efeitos sinergisticos), a suplementacao,
o pH e/ou a disponibilidade de oxigénio imposta.

No sentido de reduzir a inibi¢do do crescimento microbiano em hidrolisados, existem
varias abordagens possiveis para minimizar os efeitos dos inibidores, nomeadamente a
utilizacdo de condi¢des de hidrolise em que a sua formagdo seja evitada, proceder a sua
remocdo antes da fermentacdo (destoxificagdo) e promover a aclimatizagdo dos
microrganismos aos hidrolisados. Em geral, o processo de destoxificacdo, quer pela
inevitabilidade da formagdo de inibidores, quer pela seletividade na remocao dos mesmos,
¢ o processo mais utilizado.

O hidrolisado da palha de milho obtido na condicdo otimizada (190°C, 45mM
Fe(NO3)3;, com um fator de severidade de 3,05) foi submetido a diferentes tratamentos de
destoxificacdo, nomeadamente a correcdo de pH para 5,5 (pH de cultivo) e adsorcao e
correcao de pH com carvao ativado alcalino. Ambos os tratamentos foram seguidos de um
passo de concentra¢do por evaporacdo (duas vezes em massa) que para além de permitir
aumentar a concentracdo de monossacarideos, pode também ser utilizado como método de

destoxificacdo tendo em conta a volatilidade de alguns inibidores presentes. Na Tabela 22
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sdo apresentados os resultados do impacto da destoxificagdo e concentracdo dos

hidrolisados na remog¢ao de compostos inibidores e também dos aguicares obtidos.

Tabela 22 — Compostos inibidores e monossacarideos remanescentes no hidrolisado apds os varios

tratamentos de destoxificagdo utilizados

Composicdo do hidrolisado®

Método . e
Gle Xyl Ara Ac.Acético HMF Furfural
Concentragio ' 90 94 95 42 89 0
Concentragdo, pH 5,5 84 86 86 40 87 0
Carvio ativado * 83 94 92 62 75 64
Carvio ativado, concentragdo > 77 85 66 41 69 0

# os resultados estao apresentados sob forma de percentagem (da quantidade inicial) dos compostos que permanecem nos

. . , ~ . 2 .
hidrolisados apds os tratamentos; ! ndo-destoxificados; > Destoxificados

A partir da tabela 22 pode observar-se que o furfural ¢ o composto mais afetado
pelo processo de concentragdo, ou seja, a concentracdo do hidrolisado permite remover a
totalidade do furfural, obtendo-se para o processo de destoxificagdo com carvao ativado
uma remog¢do de 36%. Outros autores descreveram também percentagens de remocao de
furfural elevadas, usando o método de concentragdo (Larsson et al., 1999; Lopes, 2001).
O HMF ¢ moderadamente afetado por todos os processos testados, sendo que a sua
reducdo mais substancial foi obtida quando o hidrolisado foi destoxificado com carvao
ativado e concentrado. O 4cido acético presente nos hidrolisados foi também removido de
forma relativamente eficiente, tratando-se de um composto volatil, embora menos volatil
do que o furfural, a concentrag¢@o do hidrolisado por si s6 permitiu uma redugao importante
deste composto (58%). Refira-se que apesar de volétil, o acido acético ¢ um dos compostos
toxicos mais dificeis de remover dos hidrolisados, pelo que os resultados obtidos foram
muito satisfatorios. Este método ja tinha sido descrito para a remocgdo deste tipo de
compostos (Carvalheiro et al., 2005). Quando se compara a destoxificagio com carvao
ativado com a concentracdo do hidrolisado verifica-se que a destoxificagdo com o carvao
por si s6, ndo ¢ tdo eficiente para a remog¢do de 4cido acético e furfural como a
concentragdo. Quanto aos compostos fendlicos observou se um aumento de concentragdo
destes tal como descrito na literatura anteriormente. No entanto a utilizagdo do carvao

ativado permitiu obter uma remoc¢ao de cerca de 95% dos compostos fendlicos presentes, o
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que ¢ uma das vantagens do carvao ativado por agentes alcalinos em vez do carvao ativado
em meio acido (Duarte et al., 2012).

Para além dos efeitos benéficos da utilizacdo de métodos de destoxificagdo em
hidrolisados, ¢ importante salientar ainda os efeitos negativos, nomeadamente a perda de
acucares, que estes métodos por vezes acarretam. Como se pode observar na Tabela 22,
todos os métodos utilizados levaram de alguma forma a perdas de agucares nos
hidrolisados. O método de destoxificagdo com carvao ativado com NaOH foi o que
conduziu a uma maior perda de monossacarideos. A perda de acucares pelo processo de
destoxificacdo com carvao ativado com NaOH ja foi observada noutros hidrolisados
(Salgado et al., 2012). Este resultado pode ser atribuido ao fato dos ides hidroxilo na
superficie do carvdo serem capazes de ionizar e capturar monossacarideos neutros. O
método do carvao ativado com NaOH apresenta como vantagem a capacidade de
destoxificar e acertar o pH para valores adequados para a conversdo num sO passo,
constituindo uma vantagem econdémica comparativamente ao Na,HPOy, tendo que o custo
do fosfato de sodio ultrapassa os custos do carvao em dobro.

Esta caracteristica inerente aos métodos de destoxificacdo, de conduzir a perdas
significativas de acgtcares no hidrolisado constitui uma desvantagem, uma vez que possui
um efeito negativo na economia global do processo. Deste modo, esta caracteristica deve
ser tomada em conta quando se pretende escolher um método de destoxificagdo para tomar

a bioconversdo mais eficiente.

3.5. Efeito da destoxificaciio e suplementacio na producio de xilitol
Na sequéncia do estudo da destoxificagdo, selecionou-se o hidrolisado concentrado e
o hidrolisado destoxificado e concentrado para a preparacdo de meios de cultura para a
producdo de xilitol. A composi¢do quimica desses hidrolisados ¢ apresentada na Tabela 23.
Como j& vimos anteriormente, a suplementacdo desempenha um papel importante
na produgdo de xilitol, pelo que neste trabalho testou-se o efeito de TEVM, que como
verificamos anteriormente apresenta bons resultados, e do CSL (corn steep liquor). A
utilizagdo do CSL justifica-se pelo facto de ser um suplemento barato e com o qual ja foi
demonstrado um impacto positivo sobre a producao de xilitol noutros hidrolisados (Morais,

2012).
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Tabela 23 — Composigio dos hidrolisados (g-L™") utilizados nos ensaios de bioconversio

Concentrado Destoxificado e Concentrado
Glucose 8,31 7,68
Xilose 21,25 21,13
Arabinose 6,96 5,39
Acido Acético 4,43 4,66
HMF 1,38 1,10
Furfural 0,00 0,00
Fenolicos 6,60 0,18

A Figura 26 e a Tabela 23 apresentam respetivamente os perfis de fermentagdo e os
valores dos principais parametros cinéticos e estequiométricos obtidos para a producdo de
xilitol nos meios preparados com hidrolisado ndo destoxificado suplementado com CSL
(A), ou TEVM (B) e para o meio preparado com hidrolisado destoxificado suplementado
com TEVM (C).

Pela Figura 26 pode observar-se a auséncia da fase de laténcia em todos os ensaios.
Isto deve-se ao fato de terem sido utilizados indculos cultivados no hidrolisado e portanto
ja adaptados aos inibidores presentes. E ainda importante referir que, quer a concentragio
quer a destoxificagdo permitiram a remocdo de furfural que ¢ o principal composto
responsavel pela dificil adaptagdo dos microrganismos ao meio.

Para todos os ensaios a glucose e a xilose foram consumidas em simultdneo nas
primeiras 24 h. A xilose apresenta taxas de consumo diferenciadas entre os diferentes
ensaios realizados, sendo maior para o ensaio B, tendo sido no entanto consumida na sua
totalidade ao fim de 72 h para todos os ensaios. Quanto a arabinose, 0 seu consumo
iniciou-se a partir das 5 h e ocorreu em paralelo com a xilose, mas a uma taxa muito

menor.
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Tabela 24 — Efeito da destoxificagdo e suplementagdo nos pardmetros cinéticos e estequiométricos do

crescimento e produgdo de xilitol pela levedura D. hansenii

. a a b c c 13
Ensaios Qy Quitose Yy Quilitor Yiiitor - [Xilitol] nsx

(gL' (gL'h) (ggh) (eLh) (ggh (gL

A 0,72 0,36 0,32 0,24 0,47 4,72
B 0,76 0,44 0,32 0,20 0,52 7,09
C 0,70 0,41 0,35 0,15 0,33 4,78

Q.- produtividade celular; Qxqose - taxa volumétrica de consumo de xilose; [Xilitol] .- concentragdo maxima de xilitol;

Qxilitol- produtividade em xilitol; Y- rendimento em xilitol; * ao fim de 48 h; ® a0 fim de 72 h; “no maximo de xilitol

Quanto aos produtos metabolicos, o xilitol foi sempre, o principal produto obtido
do metabolismo das pentoses. Foi também observada a produgdo de etanol e glicerol, mas
estes produtos sdo essencialmente derivados do metabolismo da glucose, pois a sua
producdo atinge um pico cerca das 5 h de cultivo, quando o metabolismo desta hexose ¢
mais relevante.

A concentragdo maxima de xilitol, 7,09 g'L'l, foi observada ao fim de 48 h de
cultivo para o ensaio B. No entanto, o maior valor de rendimento foi obtido as 32 h, tendo
sido de 0,52 g'g”', o que implica que entre as 32 h e as 48 h de cultivo se possa obter um
titulo maior de concentracdo de xilitol que ndo foi possivel encontrar, para além de que
podera ter ocorrido o inicio do consumo de xilitol, dado que a xilose v€ a sua concentracao
baixar para valores inferiores a 10 g'L™". Este consumo de xilitol ¢ também visivel no
ensaio A e C. A tendéncia para esta levedura consumir xilitol quando as concentragdes de
xilose descem abaixo de um certo valor, havia ja sido anteriormente observada
(Carvalheiro et al., 2007).

Dado que a suplementagdo TEVM foi a que apresentou melhores resultados, foi esta
a suplementacdo selecionada para o ensaio com o meio preparado com hidrolisado
destoxificado. Ao contrario do esperado a destoxificagdo ndo potenciou a producdo de
xilitol. Esta situacdo foi j& descrita para outros hidrolisados, nomeadamente de sorgo
(Torrado, 2010) e ¢ de alguma forma justificado pela natureza do xilitol que ¢ um
metabolito produzido em consequéncia de uma desregulacdo redox da célula que ocorre
em condi¢cdes de limitagdo de oxigénio mas também ¢ um metabolito produzido em
condi¢des de stress, nomeadamente stress quimico. Assim, ao diminuirmos o stress

quimico pela destoxificagdo, este resultado € justificavel.
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Este ¢ um resultado vantajoso, uma vez que a eliminagdo da etapa da destoxificagdo
poder levar a uma reducao significativa dos custos do processo.

Comparando os resultados obtidos com a literatura, pode afirmar-se que em termos
de produtividade e rendimento em xilitol, os resultados aqui descritos encontram-se em
linha com outras leveduras e hidrolisados. Por exemplo a producdo de xilitol por Candida
parapsilosis NRRL Y-2315 a partir de hidrolisado de palha de sorgo apresenta valores de
0,12 gL 'h" ¢ 0,27 g'g”", respetivamente para a produtividade ¢ o rendimento (Sepulveda-
Huerta et al. 2006). Para hidrolisados derivados de subprodutos da oliveira, Pachysolen
tannophilus em hidrolisado de carocos de azeitona (Cuevas et al., 2009) e Candida
tropicalis em hidrolisado de podas de oliveira (Martin et al., 2010), apresentam um
rendimento em xilitol muito inferior aos determinados neste estudo (0,13 g'g™).

Os resultados obtidos resultantes a produgdo de xilitol estdo ainda de acordo com
trabalhos descritos para outros hidrolisados utilizando esta levedura (Duarte ef al., 2004),
mas ainda longe de outros resultados obtidos em hidrolisados mais concentrados
(Carvalheiro et al., 2007). Assim, considera-se que estes resultados demonstram a
potencialidade do hidrolisado obtido a partir da hidrélise da palha de milho com Fe(NO3)s,
ser utilizado como meio de cultura adaptado para a produgdo de xilitol. No entanto, para
uma producdo mais eficiente, o hidrolisado deve ser mais concentrado e deverdo ainda ser

testados outros tipos de suplementos.
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4. Conclusio e perspetivas
Os resultados obtidos demonstram que o processamento hidrotérmico da palha de
milho conduz a uma hidrolise seletiva da hemicelulose sendo os xilo-oligossacarideos

A(XOS) os produtos principais.

A recuperacdo de pentoses ¢ semelhante para todos os processos hidrotérmicos,
contudo as concentragdes relativas de A(XOS) variam ligeiramente dependendo da
utilizagdo ou ndao de CO,, sendo que nos processos de auto-hidrélise, os valores obtidos sdo
ligeiramente mais elevados.

O aumento da pressdo inicial de CO; ndo conduziu a um aumento do rendimento em
pentoses monoméricas e tem um efeito notério na menor formagdo de produtos de
degradacdo, nomeadamente, furfural ¢ HMF. Adicionalmente, um dos efeitos mais
relevantes do uso de CO,, € o seu aparente papel protetor dos oligossacarideos, ou seja,
impedindo a sua degradacdo para condi¢des de severidade mais elevadas.

O tratamento com Fe(NOs); permitiu obter uma recuperacdo muito elevada de
pentoses, quase exclusivamente na forma monomérica, com baixa formag¢ao de compostos
potencialmente inibidores do metabolismo microbiano. As caracteristicas da composi¢ao
quimica destes hidrolisados sugerem a sua potencialidade para a formulagdo de meios de
cultura para fermentagao.

Este conjunto de resultados mostra também que mediante uma cuidadosa otimizagao
das condicdes operacionais ¢ possivel fracionar seletivamente a hemicelulose, com uma
recuperacdo elevada de pentoses, sem afetar negativamente a celulose e a lenhina, e o seu
potencial de valorizagao.

Os hidrolisados resultantes do tratamento com Fe(NOs)s, sob condigdes otimizadas,
constituem, apos suplementacdo com TEVM, um meio adequado para o crescimento da
levedura D. hansenii. Apos concentracdo, estes hidrolisados, quando suplementados,
sustentam também a producdo de xilitol, tendo-se observado que a destoxificacdo ndo ¢é
necessaria para que a fermentagdo ocorra de forma eficaz, o que se constitui mais uma
vantagem técnico-econdmica.

A deslenhificagdo dos residuos sélidos resultantes do processamento hidrotérmico,
utilizando processos organosolv em condi¢des suaves, ou seja, proximo da temperatura
ambiente, conduziu a rendimentos de deslenhificagdo elevados, o que se constitui uma

vantagem ambiental e econdmica muito relevante. Mais, o uso do etanol para a
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deslenhifica¢do torna-se vantajoso, pelo seu baixo custo e facil recuperacdo, sendo ele
proprio um produto das biorrefinarias. Para além disso, por ndo serem utilizados outros
quimicos para além da agua e etanol, as lenhinas obtidas deverdo apresentar elevada
qualidade.

A sacarificagcdo enzimatica das amostras processadas pelos métodos hidrotérmicos,
antes e apos deslenhificacdo, mostrou que as amostras sujeitas apenas ao processo de auto-
hidrolise sdo aquelas cujo rendimento de sacarificacdo ¢ mais elevado, sendo que os
valores encontrados podem potencialmente sustentar a obtencdo de celulose para outras
aplicacdes de forma econdmica.

Em suma, o conjunto de resultados obtidos demonstram que os métodos utilizados
sdo adequados para a valorizagao integral da palha de milho podendo permitir a obtengao
dos seguintes produtos: Xilo-oligossacarideos, licores de pentoses, xilitol, lenhina solavel e

celulose/licores de glucose para outras aplicagoes.

Na sequéncia desta dissertagdo, como trabalhos futuros, propde-se:

- Estudo do processo hidrotérmico na presenca de concentragdes mais elevadas de
CO,. Tendo em conta as especificagdes do equipamento utilizado, esse aumento podera ser

conseguido através da redugdo do volume de liquido do reator.

- Estudo da hidrélise com sais inorganicos para diferentes concentragdes de nitrato

de ferro, por forma a tentar um aumento do rendimento em pentoses.
- Caracterizacgdo quimica da lenhina soluvel obtida nos ensaios de deslenhificagao.

- Estudo da deslenhificacdao e hidrolise enzimatica dos residuos solidos resultantes

da hidroélise com sais.

- Otimizagdo do processo de producdo de xilitol através da utilizacdo de hidrolisados
mais concentrados, sendo de novo necessario estudar o efeito da destoxificacdo e/ou de

outros suplementos.
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Anexos

I. Solucgdes e Reagentes utilizados

i.  Solucio de nutrientes

De forma a respeitar a solubilidade de diferentes compostos € o seu comportamento a
elevadas temperaturas, como ¢ o caso da temperatura de esterilizacdo, as solu¢des dos
varios nutrientes foram preparadas separadamente e esterilizadas e s6 depois adicionadas

ao meio de fermentacdo, nas devidas proporcdes.

ii.  Solucao de sais
Foi preparada uma solugdo 40 vezes concentrada, a partir da qual foram distribuidas as

quantidades adequadas para os volumes de meio utilizados. Esta fonte de micronutrientes

possui a seguinte composi¢ao:

Tabela 25 - Composi¢do da solugdo de sais 40 vezes concentrada

Concentracio Concentracao
Nutriente Formula ; Fornecedor |
(g'L) final (g-L7)

EDTA C10H16N208 7,500 Slgma 0,1875

Sulfato de ferro
FeSO4,7H,0 1,400 Merck 0,0110

heptahidratado

Sulfato de zinco
ZnS04,7H,0O 0,440 Merck 0,0070

heptahidratado

Sulfato de cobre
CuS04,5H20 0,040 Merck 0,0010

pentahidratado

Cloreto de cobalto

CoCl,,6H,0O 0,080 BDH 0,0013

hexahidratado

Molibdato de sédio
NaMoQO4,2H,0 0,052 Merck 0,0350
dihidratado
Acido bérico H;BO; 0,080 Merck 0,0020
Riedel-de-
Iodeto de sodio Nal 0,013 0,0003
Héen
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Preparacao da solucao

Dissolver o EDTA e adicionar o zinco em pelo menos 800 mL de dgua. Acertar o pH a 5,5.
Adicionar os restantes compostos pela ordem indicada mantendo o pH a 5,5. Pode ser
necessario corrigir o pH mesmo antes da dissolucdo completa do reagente que estd a
adicionar. A maior descida de pH ocorre com o Fe. Colocar o volume a cerca de 1200 mL.
Separar em aliquotas de 250 mL em baldes de 500 mL. Ao longo da preparacao a solugdo
vai alterando a cor, inicialmente € incolor, cor-de-rosa ténue e apos a adi¢do de cobalto,
azulada apos adi¢do do cobre, amarelada, apds adi¢ao do Fe.

A solucdo foi esterilizada em autoclave (121 °C, 15 min, 1 bar) e armazenada a 4 °C.

iii.  Solucao de NP

A fonte de azoto, potéssio e fosforo foi preparada numa solucdo 20 vezes concentrada e o
pH acertado a 5,5 com NaOH so6lido. Esta solugdo foi autoclavada separadamente da
solugdo de sais minerais de modo a evitar reagdes a altas temperaturas que poderiam
diminuir a quantidade dos diferentes elementos disponiveis para o crescimento da
levedura, nomeadamente por reagdes com o ido fosfato. Esta solu¢do apresenta a seguinte

composi¢ao:

Tabela 26 - Composicao da solucdo de NP 20 vezes concentrada

Concentracao Concentracio
Nutriente Formula . Fornecedor |
(g'L7) final (g-L™)
Sulfato de amonio (NH4)2S0O4 235,95 Pronalab 9,438

Dihidrogenofosfato de
KH,PO, 66,50 JT Baker 2,660
potassio
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iv.  Solucio de Mg

A fonte de magnésio foi preparada numa solugdo 40 vezes concentrada e o pH acertado a
5,5 com NaOH 5M. Esta solucdo foi esterilizada em autoclave a 120 °C durante 15

minutos.

Tabela 27 - Composicao da solucdo de Mg 40 vezes concentrada

Concentracao Concentracio
Nutriente Formula . Fornecedor |
(g'L7) final (g-L™)
Sulfato de magnésio
MgSO,4-7H,0 12,50 Merck 0,50

heptahidratado

V. Soluc¢io de vitaminas e calcio

A fonte de vitaminas e calcio foi obtida através da preparagao de uma solugdo 100 vezes

concentrada, apresentando a seguinte composi¢ao:

Tabela 28 - Composicao da solucdo de vitaminas e calcio 100 vezes concentradas

Concentracao Concentracao
Nutriente Formula 1 Fornecedor 1
(g'L) final (g-L7)
Mio-inositol CeH 1,04 10,00 Merck 0,1000
Pantotenato de hemi- CoHcNOs,1/2Ca 2,00 Sigma 0,0200
calcio
Cloridrato de tiamina  C,H3C;»N,OS,XH,0 5,00 Merck 0,0050
hidratado
Cloridato de piridoxal CsH ,CI(NO3)3 0,50 Merck 0,0050
Acido nicotinico CsHsNO, 0,50 Merck 0,0050
Acido p-amniobenzéico C,H,NO, 0,10 Merck 0,0010
d-Biotina (vit, H) C1oH16N,05S 0,01 Merck 0,0001
Cloreto de calcio CaCl,,2H,0 5,00 Merck 0,0500
dihidratado
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Preparacao da solucao

Dissolver todos os componentes um a um, mantendo a ordem, e reajustando o pH apos
cada adi¢do a 6,5. Apds a adicdo de todos os componentes, manter o pH a 6,5 e ajustar o
volume a 1000 mL em um baldo volumétrico. Esterilizar por filtragdo. Esta solu¢do nao
pode ser autoclavada nem mantida a luz, uma vez que algumas vitaminas sao termoléabeis e

fotossensiveis. Conservar a 4 °C, preferencialmente no maximo de 3 meses.

vi. Agua de maceracio de milho (CSL — Corn Steep Liquor)

Foi preparada uma solucdo concentrada de CSL. Atendendo que a autoclavagem desta
solugdo conduz a precipitagdes, esta foi esterilizada por filtracdo, através de um filtro

estéril 0,22 pm de diametro de poro (Millipore, USA).

Tabela 29 — Composicédo stock de Corn Steep Liquor utilizado para a solugéo

Composiciao Valor médio (%)
Azoto 3,6
Proteina 22,5
Cinza 8,5
Amido total 4,0
Gordura 0,15
Fibra 0,15
Calcio 0,5
Fésforo 1,8
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II. Métodos analiticos

A humidade (H) das amostras foi calculada segundo a seguinte equagao:

Peso da amostra humida (g)—Peso amostra seca (g)

0, = 3
/oH Peso da amostra humida (g) X100 (Equagdo 1)
A cinza (C) das amostras foi calculada usando a seguinte expressao:
. Peso da ci
%Cinza = eso da cinza (g) X100 (Equacio 2)
Peso da amostra seca (g)

percentagem
extratdveis

determinada pela equacdo seguinte:

Extrataveis (%) = AT(;T;) x100 (Equacio 3)

Onde,

m ¢ a massa do baldo mais extrataveis, apds cada uma das extragoes (g);
my ¢ a massa do baldo (vazio) determinada inicialmente (g);

A ¢ a massa da amostra (g) pesada para dentro do cartucho.

H ¢ a humidade da amostra

A percentagem de azoto total ¢ calculada através de:

A

Azoto total (%) = 0,14 - ( "

) (Equacio 4)

Onde,
V ¢ o volume de solugdo de HC1 0,1 N gasto na titulagdo (mL);

A
de

é

Vo ¢é o volume da solugdo de HCI 0,1 N gasto na titulagdo do ensaio em branco

(mL);

A ¢ a massa de amostra (g) (em massa seca)
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O fator de conversao utilizado para o calculo da proteina foi N X 6,25.

ITI. Determinacio da proteina total
A proteina total foi determinada de acordo com o método de Kjedahl (1975). As amostras a
analisar foram pesadas diretamente nos tubos de digestdo. Foi tomada uma massa de 0,5 g
de amostra a qual se adicionou 10 g de mistura catalisadora e 20 mL de H,SO4 concentrado
(96% pp'), e colocaram-se os tubos com as amostras preparadas na unidade de
aquecimento do aparelho de digestdo (Digestion System 6 Modelo 1007, Tecator, Suécia).
Seguidamente colocaram-se as capsulas do sistema de extra¢do de fumos e abriu-se a fonte
de véacuo. Nos primeiros 30 min do processo, a temperatura foi moderada e apds este
periodo foi elevada até 420 °C, durante 1,5 h. Uma vez terminada a digestdo, ¢ apos
arrefecimento do contetido dos tubos, adicionou-se 100 mL de agua destilada e 50 mL de
acido borico 4% (p/v). Em seguida colocaram-se os tubos na unidade de destilacao (Kjeltec
System modelo 1026, Tecator, Suécia). Durante esta operacdo de destilagao foi libertado
amoniaco, por adi¢do da solu¢do de NaOH, que ¢ arrastado por uma corrente de vapor de
agua sendo depois recolhido na solucdo de acido borico. Em seguida, o amoniaco foi
doseado por titulagdo com HCI1 0,1 N, em presenca da solucao indicadora de pH (indicador
de Tashiro) que se torna violeta a pH 4,8. Para o ensaio em branco procedeu-se da mesma

forma, substituindo a massa da amostra por agua destilada.

Tabela 30 — Reagentes utilizados na determinac¢ao da proteina total

Reagentes

Sulfato de cobre 3g
Oxido de titanio 3g
Mistura catalisadora . )
Acido estearico lg
Sulfato de potassio 93 g
Solug¢do de acido borico 4% (p/v)
Solug¢ao de acido cloridrico 0,1N
Solugdo de hidroxido de sodio  50% (p/v)

Indicador Indicador de Tashiro®

* Dissolveram-se 2 g de vermelho de metilo e 1 g de azul de metileno em 100 mL de alcool etilico 95% (v/v). A solugéo foi conservada

em frasco escuro.
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1V. Formulario

i.  Caraterizacio quimica da matéria-prima e residuos solidos
As concentragdes de glucose, xilose, arabinose e acido acético nos licores resultantes da

hidrolise 4cida quantitativa da matéria-prima e residuo solido foram utilizados para o célculo
das percentagens de glucana, xilana, arabinana e grupos acetilo, respetivamente (Eq. 5 — Eq.
8). O residuo insoluvel em 4acido, apos correcdo da cinza, permitiu o calculo da lenhina
Klason (Eq. 9).

Na hidrdlise acida quantitativa uma pequena percentagem de agucares ¢ degradada, por isso
sdo introduzidos fatores de correcdo para corrigir as perdas. De acordo com Browing essas
perdas sdo de 2,6% para a glucose, 8,8% para a xilose e 4,7% para a arabinose. Com base
nestas percentagens ¢ possivel calcular os fatores de correcdo (F), que permitem corrigir as

varias determinagoes.

100 162 GlexP,

Gn = F x x Equagiio 5
1005 180 A

Xn=F x 100 x132x Xyl Py, Equagio 6
1005 150 A

Arn=F x 100 X 132 x Arax P, Equagio 7
1005 150 A

GAc = 100 x 6_0 x —AC X Py Equacio 8

1005 61 A
LK = RIA-C x 100 Equagio 9

- Gn, Xn, Arn, GAc, LK sdo as percentagens de glucana, xilana, arabinana, grupos acetilo e
lenhina Klason, respetivamente (g /100 g sélido),

- F ¢ o fator de correcdo, por exemplo, para a glucana, F = 1/(1-0,026) = 1,027,
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- Pso1 € A sdo as massas de solugdo e da amostra seca utilizada no ensaio, respetivamente (g),

- RIA e C sdo as massas do residuo insoltivel em acido e da cinza da amostra, respetivamente
(2),

- Gle, Xyl, Ara e Ac sdo as concentragdes de glucose, xilose, arabinose e acido acético nos

licores (g~L'1).

ii. Calculo de rendimentos

. ’ 1
O rendimento de cada um dos polimeros’', expresso como a percentagem que permanece no
residuo solido relativamente a respetiva percentagem na matéria-prima, ap6s hidrolise acida

foi calculada de acordo com as Eq. 10 — 14.

GnxY,
GnR =—3F Equacio 10
Gn,,
XnxY.
Xn, =—= Equagio 11
Xn,,p
ArnxY,
AI”I’ZR =5 Equacio 12
Arn,,p
GAcxY,
GACR =—— 5 Equacio 13
GAc,,p
LKnxY,
LKR =3 Equacio 14
LKMP

- Gng, Xng, Arng, GAcg, LKr sdo as percentagens de cada um dos “polimeros” que
permanecem no residuo apds o tratamento (g /100 g de polimero na matéria-prima),

- Gnyp, Xnyp, Arnvp, GAcmp, LKyp sdo as percentagens de glucana, xilana, arabinana,
grupos acetilo e lenhina K/ason na matéria-prima, respetivamente (g /100 g matéria-prima),

- Ys — rendimento em soélidos (g /100 g matéria-prima).

' 0 termo polimero esta a ser utilizado para designar os polissacarideos, lenhina e grupos acetilo, embora estes
ultimos ndo sejam na realidade polimeros, uma vez que do ponto de vista estrutural fagam parte da
hemicelulose. A designagdo de “polimero” para o conjunto de componentes referidos foi adotada por uma

questdo de simplicidade.
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162 Glex P,

GICR = X x100 Equacio 15
180 Gn,,, x Ax0,01p,
Xylx P,
Xle = 132)( ylx H x100 Equacio 16
150" Xn,, x Ax0,01p,
AraR = 132 X AraXPH x100 Equacio 17
150" Arn,, x Ax0,01p,
Acx P,
ACR = @X Xl x100 Equacio 18
61 GAc,, xAx0,01p,
FurfR = 132 X FuerPH x100 Equacio 19
96 Xn,,xAx0,01p,
FR 162 HMFXPH x100 Equacio 20

= X
126,1" Gn,, x Ax0,01p,

- Gler, Xylg, Arag, Acgr, Furfr, HMFg, sdo as percentagens de glucose, xilose, arabinose,
acido acético, furfural e HMF recuperados no hidrolisado (g por 100 g de polimero),

- Furf e HMF sdo as concentragdes de furfural e HMF nos licores (g-L™),

- Py ¢ a massa de hidrolisado obtido no ensaio (g),

- A ¢ a massa de amostra utilizada no ensaio (g),

- pu ¢ a massa volimica do hidrolisado (g-g-L™).

A percentagem de cada um dos “polimeros” relativamente ao total de amostra inicial foi

calculada de acordo com as Eq. 21 — 25.

Gn, = G x Gy Equagio 21
100
Xn, = X X Xnyp Equacio 22
100
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_ Arng x Arn,,

Arn, 100 Equacio 23
A A
Gdc, = % Equaciio 24
LK, = M Equagio 25
100

- Gnr, Xnr, Arnt, GAcr, LK s30 as percentagens de cada um dos “polimeros” (g /100 g de
matéria-prima).
As percentagens de glucose, xilose, arabinose, acido acético, formico e levulinico, furfural,

HMF e compostos fendlicos relativamente ao total de amostra inicial foram calculadas de

acordo com as Eq. 26 — 32.

Gle, = M Equacio 26
100
Xyl x Xyl s
Xyl =2 R MP Equacio 27
Yo 100
Ara, = M Equacio 28
100
Ac, = M Equacio 29
100
Furf, = Furfy x Furf yp Equacio 30
100
HMF, ~ HMF, x HMF,, Equacio 31
100
CFn,xP,
CFI’lT =—F8""H %100 Equacio 32
Py x4

- Gler, Xylr, Arar, Acr, Furfr, HMFt e CFnr sdo as percentagens de glucose, xilose,
arabinose, acido acético, furfural, HMF e compostos fenolicos (g /100 g de matéria-prima),

- CFn ¢ a concentragio de compostos fendlicos presentes no hidrolisado (g-L™).
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. Parametros cinéticos e estequiométricos

[ald

’ . -1
- Taxa especifica de crescimento (h™)

Abs

In
Abs, 3
U= ; Equacgao 33

Calculado a partir da regressdo linear com os dados da fase exponencial da curva de
crescimento, onde Abs; e Abs sdo a absorvancia inicial ¢ num determinado tempo (t),
respetivamente; b ¢ a ordenada na origem.

- Produtividade celular (g-L™"-h™")

X, -X,
Oy =—— Equacgio 34
t

s

~ ~ o e e . . . . -1
X e X¢sdo as concentragdes iniciais e finais de biomassa, respetivamente (g-L™).

- Taxa volumétrica de consumo de substrato (g-L'-h™)

Equacio 35

Si e S sdo as concentragdes iniciais e finais de substrato, respetivamente (g-L™), Substrato:

xilose e/ou glucose e/ou arabinose.

% substrato consumido = lS—f x 100 Equacio 36

i

- Taxa volumétrica de formagdo de xilitol (g'L™"-h™)

Xilitol , - Xilitol,

XOH ~—

Equacio 37

f_ti
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Xilitol; e xilitols sdo as concentragdes iniciais e finais de xilitol, respetivamente (g-L™).
- Rendimento celular (g-g™")

Yy = Sf ! Equacio 38
i~ RPf
- Rendimento em xilitol (g'g'l)
XOH ;= XOH.,
YXOH/S = S s Equacao 39
i Rf

Si e Sr, XOH; e XOH; representam as concentra¢des iniciais e finais (g-L™") de xilose e de
xilitol, respetivamente.
- Razao XOH/Produtos

Xilitol

XOH / Produtos = Equacio 40
Arabitol + Glicerol + E tan ol + Xilitol

Arabitol, glicerol e etanol sdo concentragdes destes produtos quando a concentracao de xilitol
¢ maxima.
iv.

v. Determinacio do didmetro médio das particulas

. 7+4
D xidi Eauacio 41
p = — quacio
2 xidi®
Onde,
xi - Fracdo de particulas retidas em cada peneiro,

di — Didmetro médio das particulas retidas em cada peneiro.

V. Determinacio da concentracio de compostos fendlicos
Protocolo experimental para o doseamento dos compostos fenélicos, de acordo com o método

Folin-Ciocalteu.
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Preparacao das Solucoes

- Solugio stock de acido galico 0,6 g-L™
Pesaram-se 0,0300 g de acido galico e dilui-se em 4gua ultra pura, perfazendo o volume a 50

mL, em baldo volumétrico. A solucdo ¢ estavel por alguns dias a 4 °C.

- Solucio stock de carbonato de sédio 7,5% (p-v'l)
Pesaram-se 18,75 g de carbonato de sddio e dissolver em 4gua ultra pura, Perfez-se a 250 mL
num baldo volumétrico. Esta solugdo ¢ dificil de dissolver. E estavel durante algumas

s€manas.

- Solugiio de Folin-Cicalteu 1/10 (v-v™)
Diluiu-se 25 mL de reagente de Folin-Ciocalteu comercial em agua ultra pura. Perfez-se o

volume a 250 mL num baldo volumétrico. Preparar diariamente.

Procedimento

Num tubo de ensaio com tampa, adicionou-se 4 mL de solucdo de Folin-Ciocalteu 1/10 e 4
mL de carbonato de calcio 7,5% (p-v’') a 100 uL de amostra, agitando no vértex a cada
adi¢do. Incubou-se em banho-maria, a 45 °C durante 15 min. Agitou-se novamente e leu-se a
absorvancia a 765 nm.

A curva de calibracdo foi construida da mesma forma, utilizando solugdes de acido galico a

diferentes concentragdes (0; 0,06; 0,15; 0,30; 0,45; 0,54 ¢ 0,60 mg~mL'1)
Calculos

Os resultados sdo expressos em equivalente de 4cido galico (GAE) mg-mL™" de solugdo da

amostra por comparacao com a curva de calibrac¢do de 4cido gélico.
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