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Palavras-chave

Resumo

Lamas primarias, fibras celulésicas, hidrélise enzimatica, celulase, tratamento
hiperbérico, aclUcares redutores

No decurso da procura activa pela rentabilidade de residuos sdlidos,
provenientes das etapas de producéo da indistria de pasta e papel, surge a
perspectiva para a valorizagdo energética da fraccdo celulésica de lamas
primérias, para a producdo de biocombustiveis de segunda geracdo. Com
efeito, a partir deste trabalho pretendeu estudar-se o desempenho da
hidrélise enziméatica nas lamas primérias e, aplicando um pré-tratamento
hiperbérico, averiguar a influéncia real do mesmo no desenrolar dos
pardmetros em avaliagdo. Foi utilizada a endo celulase (EC 3.2.1.4) comercial
de tipo 1,4-(1,3:1,4)-p-D-glucano 4-glucano-hidrolase produzida pelo fungo
Tricoderma virido. Metodologicamente, este estudo foi efectuado em trés
etapas: a primeira correspondeu a caracterizacdo global da matéria-prima; na
segunda etapa submeteu-se a amostra a duas sequéncias de pré-tratamento
de lavagens é&cida (com &cido sulfirico e acido cloridrico), para avaliar o
efeito nas propriedades quimicas das lamas primarias; a terceira etapa foi
caracterizada por sequéncias combinadas de pressdo e tempo de
pressurizacdo da amostra que demonstrou melhores resultados na etapa
anterior, portanto, dois ensaios a 400 MPa e um outro a 500 MPa, durante 15
minutos (na integra e outro por ciclos de 5) e 10 minutos, respectivamente. A
amostra referente a lavagem com &cido cloridrico demonstrou os melhores
resultados na caracterizacdo quimica, sendo utilizada nos ensaios posteriores
como a amostra referéncia de lamas primarias. A partir desta Ultima etapa,
inferiu-se acerca do efeito hiperbarico sobre a hidrélise enzimatica, através da
guantificacdo de acglcares redutores formados. Constatou-se que em todos
0s ensaios realizados, este efeito foi significativo e de elevada contribuicéo,
traduzindo-se também num impacto positivo na velocidade e extensdo da
hidrolise. A sequéncia realizada a 400 MPa durante 15 minutos revelou os
resultados mais promissores, registando-se uma melhoria na ordem de 43%
no acréscimo da quantidade de acUcares redutores e um aumento na
velocidade inicial de reaccdo em 25%, comparativamente ao estudo de
amostras sem pressurizacéo prévia.
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During the active search for the profitability of solid waste from the
production stages of pulp and paper, there is the prospect for energy
recovery from the cellulosic fraction of primary sludge, in order to produce
second generation biofuels. Indeed, this work intended to study the
performance of the enzymatic hydrolysis in the primary sludge and, applying
a high pressure pre-treatment, ascertain its real influence through the
assessment of determined parameters. It was used a commercial endo
cellulase enzyme (EC 3.2.1.4) of type 1,4-(1,3:1,4)-B-D-glucan 4-glucan
hydrolase produced by the fungus Tricoderma virido. Attending to its
methodology, this study was carried out through three major stages: the first
one attended to an overall characterization of raw material; at a second
stage, primary sludge was submitted throughout a two sequences of an acid
pre- treatment wash (with sulphuric acid and chloridric acid), in order to
assess its effect on chemical properties of primary sludge; the third and last
stage was characterized by a combined sequences of pressure and
pressurization time, that were applied to the sample which revealed the finest
results during the previous stage. Those combined sequences involved two
treatments at 400 MPa, during 15 minutes (one of them at cycles of 5
minutes each) and another treatment at 500 MPa, during 10 minutes. The
sample submitted to acid chloridric wash showed better outcomes, referring
to chemical characterization, so that it was distinguish as a reference sample
of primary sludge, performing the subsequent study. The influence of high
pressure treatment over enzymatic hydrolysis was evaluated by the amount
of reducing sugars formed. It was able to verify in every trial that the quoted
influence was decidedly effective, increasing the amount of reducing sugars
formed and promoting an affirmative impact on reaction velocity as well as in
its extension. The stage of treatment at 400 MPa during 15 minutes was
considered as the preeminent one, regarding its results with an improvement
of 43% related to the amount of reducing sugars formed, as well as an
improvement of 25% of its initial velocity of reaction, in opposition to the
sample without high pressure pre-treatment.
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Introducao

A indUstria da pasta e do papel detém enorme relevancia no panorama econémico
nacional, cuja madeira de eucalipto (Eucalyptus globulus) assume o protagonismo como a
matéria-prima principal. Este material lenhocelulésico é estruturado essencialmente por
uma combinacdo de polissacarideos, hemiceluloses e celulose, envolvidos numa matriz de
lenhina, que retém as fibras celuldsicas desejaveis.

A repercussdo global do consumo desmesurado de energia tem sido cada vez mais
evidente nos ultimos anos, pelo crescimento das taxas de CO, acumuladas na atmosfera,
particularmente causado por um aumento na queima antropogénica de combustiveis
fésseis. Tem sido demonstrado que, a atenuagdo destes efeitos pode ser alcancada através
da correcta articulacdo ou substituicdo de combustiveis de transporte a base de petréleo por
biocombustivel, produzindo menos emissdes prejudiciais, nomeadamente o etanol (Lai,
2010).

A producdo de etanol a partir de materiais lenhocelul6sicos, vulgarmente denominado
por bioetanol, é um cenéario que assume cada vez mais uma maior exequibilidade,
motivando a ideoldgica demanda pelo avanco tecnoldgico para este fim (Moritz, John
William, 1994). No decurso desses avancos, tem sido demonstrado que o bioetanol
apresenta uma proporcéo de energia mais favoravel, do que aquela proveniente de fontes
de amido ou de agUlcar (Keeney and DelL.uca 1992; Lorenz, Morris et al. 1995)

As lamas primarias sdo residuos sélidos obtidos na purificacdo dos efluentes residuais
da industria da pasta e do papel e constituidas essencialmente por fibras celulésicas (50-
70%) e compostos inorganicos (30-50%) (Scott, 1995). As lamas resultam da recuperagao
dos filtrados das lavagens das pastas, provenientes das fases de cozimento e
branqueamento, assim como dos filtrados das maquinas do papel. Os efluentes de producao
a serem tratados sdo recolhidos num clarificador primario, do qual resultam as lamas
primarias.

As fracgOes de hemicelulose e celulose necessitam de ser primeiramente hidrolisadas
para depois se produzirem agUcares fermentaveis, sendo que sdo subsequentemente
fermentados por estirpes de leveduras produtoras de etanol. A hidrdlise enzimaética,

utilizando celulase, evidencia vantagens sobre meétodos quimicos de degradacdo (por
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exemplo, hidrolise &cida), na medida em que séo altamente especificas e compativeis com
0 processo de fermentacdo (Moritz,1994). Ndo obstante da adopgdo da hidrolise enzimética
como alternativa sustentavel, os custos inerentes aos sistemas enzimaticos sdo elevados,
representando um factor de ponderagédo na sua aplicacéo (Graca, 2010).

No decurso da hidrolise da celulose, sendo este um polimero amorfo-cristalino, varias
condicionantes acompanham este processo devido a dificuldade no acesso aos dominios
cristalinos, conduzindo a baixos niveis de eficiéncia da hidrolise enziméatica de materiais
lenhocelulésicos. Com o intuito de suprir esta desvantagem, foram desenvolvidas inUmeras
técnicas de pré-tratamento. A tecnologia de processamento por alta pressdo (High Pressure
Process, HPP), largamente empregue na inddstria alimentar para a preservacdo de
alimentos, surge como uma potencial ferramenta para tratamentos em pastas celuldsicas
(Ferreira et al., 2011).

O aproveitamento das lamas primarias por bioprocessamento é extremamente dificil.
Um dos objectivos primordiais deste trabalho serd a avaliagdo de um efeito de pré-
tratamento por alta pressdo (400-500 MPa) das lamas primarias, sobre o desempenho da
hidrolise enzimatica, empregando como enzima a celulase. Este pré-tratamento podera
aumentar a aptiddo para hidrolise enziméatica, promovendo uma melhor e maior
acessibilidade da enzima nos dominios cristalinos da celulose das lamas. Por conseguinte,
surge como principal finalidade a sacarificagdo deste residuo rico em fibras celuldsicas
para a sua integracdo em produtos de valor acrescentado, nomeadamente tracando o
percurso da valorizacdo energética da fraccdo celulésica das lamas primarias para a
producdo de biocombustiveis de segunda geracao.

O presente trabalho é estruturado em quatro capitulos e uma sec¢do de apéndice. O
primeiro capitulo consiste numa revisdo bibliogréafica, onde se destacam quatro temas
principais: a composicdo quimica da madeira de Eucalyptus globulus, bem como a
abordagem aos seus componentes macromoleculares e de menor peso molecular; breve
introdugdo ao processo de producdo de pasta de papel; definicdo da tematica das lamas
primarias e abordagem ao nivel da sua importdncia na inddstria de pasta e papel,
introdugdo a tecnologia de processamento por alta pressdo. No segundo capitulo s&o
conhecidos os métodos e procedimentos experimentais, atendendo as normas vigentes em
cada caso, que permitiram o desenvolvimento deste trabalho e a obtencédo de resultados. O

terceiro capitulo é dedicado a andlise cuidada dos dados recolhidos, assim como a
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discussdo dos mesmos, indicando sempre que possivel futuras propostas para a refinagdo
dos resultados obtidos. No Ultimo capitulo sdo elaboradas as principais conclus@es de todo

o trabalho realizado.
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Para o desenvolvimento deste trabalho utilizou-se como matéria-prima, as lamas
primarias dos efluentes resultantes da etapa de cozimento de pasta kraft, a partir da
madeira de Eucalyptus globulus, e cedida pela fabrica integrada da Portucel de Setubal.

Neste capitulo apresentar-se-& uma breve descricdo da morfologia e composicdo
quimica da madeira de Eucalyptus globulus, bem como o processo industrial envolvido na
producdo de pasta e papel. Atendendo ao objectivo primordial deste trabalho, demonstrar-
se-a com relativo detalhe, toda a tonica associada aos fundamentos hiperbaricos e a
actividade enzimatica, bem como os efeitos imprimidos na fibra celuldsica das lamas

primarias.

A madeira € um material biocelular (lenhocelulésico) heterogéneo, definido pela
articulacdo dos seus componentes microscdpicos, ultramicroscopicos, macroscopicos e
quimicos. E constituida por células longas (fibras) e ocas, que perderam a sua actividade
bioldgica, encontrando-se predominantemente alinhadas longitudinalmente
(Sjostrom,1981; Henriksson et al,2009).

Existem dois grandes grupos de madeiras, divididos a partir das suas raizes
filogenéticas, estrutura anatdbmica e composicao quimica: as folhosas (hardwood), como o
eucalipto, carvalho, castanheiro e as resinosas (softwood). Quimicamente, as folhosas
distinguem-se (Tabela 1.1) das resinosas por uma maior propor¢do de polissacarideos,
relativamente a lenhina, e por uma composicdo diferente das hemiceluloses, relativamente
aos acucares constituintes. No entanto, morfologicamente evidenciam em comum células
orientadas segundo o eixo longitudinal (axial) e algumas células orientadas segundo o0 eixo
transversal (radial), com a funcdo de conducdo e armazenamento. (Sjostrom,1981;
Henriksson et al., 2009).
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Tabela 1.1: Composicéo quimica da madeira de resinosas e de folhosas (adaptado, Sixta, 2006).

Componentes )
Resinosas Folhosas
Macromoleculares (%6)
Celulose 40-44 40-44
Hemicelulose 30-32 15-35
Lenhina 25-32 18-35

1.1.Composicao quimica da madeira de Eucalyptus globulus

O Eucalyptus globulus ocupa uma posicédo de destaque como a espécie mais utilizada

em Portugal na producdo de pasta celuldsica, inserindo-se no grupo de madeiras de

folhosas. O conhecimento da sua morfologia e composicdo quimica € de extrema

importancia para averiguar o seu comportamento nas diferentes fases do processo de

producdo de pasta e papel. Na Tabela 1.2 encontram-se os dados relativos & composigdo

quimica do E. globulus (Pinto et al. 2005).

Tabela 1.2: Composicéo quimica da madeira de Eucalyptus globulus (adaptado, Pinto et al. 2005).

Composicao da madeira de Eucalyptus globulus (%0)
Extractaveis (etOH/tol) 1,72
Lenhina (Klason)” 22,1
Monossacarideos Neutros

Glc 53,4

Xyl 14,2

Rha 0,3

Ara 0,4

Man 11

Gal 1,5

*Nao corrigido para o contetdo de polifendis.



Capitulo 1 — Revisao Bibliografica

As células da madeira de Eucalyptus globulus sdo formadas por véarias camadas de
parede celular, que se dividem em parede primaria, P, e secundaria, S (Figura 1.1). As
células individuais séo ligadas entre si pela regido da lamela média, ML, com elevado teor
em lenhina (Henriksson et al,2009). A parede celular é composta por celulose, pectina e
hemicelulose, envolvidas e incrustradas numa matriz de lenhina, e dividida em vérias
camadas que se distinguem pela orientagdo das microfibrilas de celulose, no sentido
longitudinal e transversal. A parede primaria, de espessura fina, € composta por
microfibrilas de celulose, aleatoriamente orientadas, e apresenta maior teor em lenhina e
pectina, conferindo consisténcia e coesdo as fibras na madeira. A parede secundéria
subdivide-se em trés subcamadas: a camada externa S1, cujas microfibrilas estdo
entrecruzadas e formam uma hélice; a camada intermédia S2, em que as microfibrilas
encontram-se paralelas ao eixo longitudinal; e a camada interna S3, onde as microfibrilas
dispdem-se paralelamente as situadas nas camadas exteriores (Bristow e Kolseth, 1986). A
subcamada S2 assume maior relevancia face as restantes duas, devido a sua consideravel
espessura e orientacao vertical das microfibrilas, que conferem maior resisténcia as células
de madeira e traduzem as principais propriedades fisicas e mecanicas dos produtos de
madeira. Existe ainda uma camada mais interna, W, designada por camara rugosa
(Henriksson et al.,2009).

Figura 1.1: Modelo das camadas da parede celular da célula da madeira. (Henriksson et al.,2009)
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1.1.1. Celulose

O principal componente da parede celular de E. globulus é a celulose, um
homopolimero linear, composto por unidades de PB-D-glucopiranose conectadas por
ligacGes glicosidicas, entre os hidroxilos do carbono 1 de um dos mondmeros e do carbono
4 do mondmero adjacente, portanto ligacdes do tipo PB(1—4) (Figura 1.2). O grupo
hidroxilo, posicionado no carbono 1 tem caracter redutor com uma estrutura de aldeido,
enquanto o grupo hidroxilo do carbono 4 tem caracter ndo redutor envolvido na ligacéo
glicosidica B(1—4), pelo que a diferenga entre as duas extremidades confere polaridade a
celulose (Sjostrém, 1993; Graca, J., 2008)

A celulose apresenta uma estrutura organizada e parcialmente cristalina, comprimento
longo e grau de polimerizacdo elevado, responsavel por grande parte das propriedades da

madeira.

Figura 1.2: Férmula estereoquimica da celulose: polimero de unidades de $-D-glucopiranose unidas por ligagoes

glicosidicas f(1—4). A unidade dimérica que se repete ¢ a celobiose.

A conformacdo da celulose - com todos os grupos polares em posi¢do equatorial -
permite o estabelecimento de ligacBes por pontes de hidrogénio inter e intramoleculares
(estas ultimas conferem maior estabilidade). Pelo estabelecimento de pontes de hidrogénio
intra e intermoleculares, bem como por accdo de forgas de van der Waals, as cadeias de
celulose organizam-se em diferentes niveis hierarquicos estruturais. As fibrilas
elementares, que compdem o primeiro nivel de organizacdo supramolecular, agregam-se
sob a forma de microfibrilas, na qual as zonas cristalinas (cristalitos), mais coesas e
estaveis, se alternam com as zonas amorfas, menos ordenadas (Graga, J., 2008; Neto e
Evtyuguin, 2004). As fibrilas elementares sdo separadas por zonas constituidas por
celulose paracristalina (que evidencia um grau intermédio entre a celulose cristalina e
amorfa) ou amorfa, assim como por hemiceluloses. As microfibrilas (Figura 1.3) dispdem-

se em macrofibrilas, desagregadas por uma matriz de lenhina e hemiceluloses, e estas por



Capitulo 1 — Revisao Bibliografica

sua vez, unem-se em camadas homogéneas, denominadas por lamelas, construindo as
fibras celul6sicas da parede celular. (Graga, J., 2008; Neto e Evtyuguin, 2004).

Devido a esta estrutura amorfo-cristalina e atendendo ao caracter hidrofilico da celulose,
a agua sO consegue penetrar nos espacos Vvazios intermoleculares na zona amorfa
(Sjostrém, 1993).

Unidade elementar —— Microfibrila
(vista tranversal)

\Desarranjo estnitural
(fim da cadela de eelulose)

Figura 1.3: Diagrama representativo da constituicdo das células da madeira de E. globulus (adaptado Eaton e Hale,
1993).

1.1.2. Hemiceluloses

As hemiceluloses sdo heteropolissacarideos ramificados, com grau de polimerizacao
baixo e que, a semelhanca da celulose, funcionam como material estrutural, além de servir
como substancia de reserva. Os agUcares principais, 0s monossacarideos (Figura 1.3), que a
constituem sdo as pentoses (D-xilose e L-arabinose), as hexoses (D-glucose, D-manose e
D-galactose), pequenas quantidades de desoxihexoses (L-ramnose e L-fucose) e menor
incidéncia em é&cidos uronicos (acidos D-4-O-metilglucurénico, D-galacturénico e D-
glucurdnico) (Henriksson et al., 2009). A composicdo das hemiceluloses depende
fortemente da espécie, sendo que na madeira de Eucalyptus globulus, as suas
hemiceluloses sdo constituidas maioritariamente por polissacarideos do tipo
glucuronoxilanas (Fengel e Wegener, 1989; Neto e Evtyuguin, 2004). Estas xilanas (Figura
1.4) sdo constituidas por uma cadeia principal de unidades de B-D-xilopiranose unidas por

ligacdes B(1—4), e ramificada por unidades de acido a-D-4-O-metilglucurdnico unidas por

10
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ligacOes a(1—2) (Graga, J., 2008). Outros conjuntos de hemiceluloses existentes em menor
abundancia na madeira de Eucalyptus globulus, sdo as glucomananas e pectinas. A
sequéncia terminal das cadeias das xilanas consiste numa combinacéo de xilose, ramnose e
acido glucuronico, com a seguinte ordem:
[—4)-[B-D-Xylp]-(1—3)-[a-L-Rhap]-(1—2)-[a-D-GalpA]-(1—4)-[p-D-Xylp].

[B-D-Xylp]-(1-4)-[8-D-Xylp]-(1->4)-[B-D-Xylp] -(1->4)-[2-D-Xyip]

2 23
T )
1 Ac

4-0-Me-a-D-GlcpA

Figura 1.4: Representacédo abreviada da estrutura mais comum das hemiceluloses de folhosas de E.globulus, O-acetil-4-
O-metilglucurono-B-D-xilana (adaptado, Evtyguin et al., 2003).

1.1.3. Lenhina

E um heteropolimero aromatico, morfologicamente amorfo com uma macro estrutura
tridimensional e ramificada. A lenhina é composta por unidades derivadas do fenilpropano
e que resulta da polimerizacdo dos seus precursores, sendo responsaveis pela sua

biossintese (Figura 1.6).

CH,OH CH,0H CH,OH
cH cH CH
I i I
OCH; HzCO OCH;
OH OH OH
Alcool cumarilico Alcool coniferilico Alcool sinapilico

Figura 1.5: Estrutura dos precursores da lenhina (adaptado Fengel, 1989).

Na lenhina das folhosas regista-se a presenca tanto do alcool coniferilico, bem como do
alcool sinapilico (na proporgdo aproximada de 3:1), originando unidades derivadas de
siringilpropano (S), guaiacilpropano (G) e de p-hidrofenilpropano (H) (Henriksson et al.,

11



Capitulo 1 — Revisao Bibliografica

2009; Sjostrom,1981). A abundancia relativa destas unidades na madeira de E. globulus,
bem como o tipo de ligagdes entre elas (maioritariamente do tipo B-O-4), afectam a
reactividade da lenhina nos processos de cozimento e branqueamento, respectivamente.
Mais de 80% destas unidades correspondem ao tipo (S), enquanto o tipo (G) e (H) registam
cerca de 10-20% e 3%, respectivamente (Pinto et al., 2005).

A lenhina encontra-se localizada em maior concentracdo na lamela média, embora
esteja distribuida pela parede celular, sendo responsavel pela coesdo das fibras na madeira
(Neto e Evtyuguin, 2005). Durante o desenvolvimento das células, a lenhina é incorporada
como o ultimo componente na parede, interpenetrando as fibrilas e assim fortalecendo a
parede celular e assumindo importancia no impedimento a penetracdo de enzimas
destrutivas na parede celular. Apesar de a lenhina ser parte integrante e necessaria, a sua
presenca € alvo de remocdo da madeira em processos de cozimento e branqueamento, para
se alcancar a individualizacdo das fibras para posterior utilizagdo no fabrico do papel
(Sjostrom, 1993; Freudenberg e Neish, 1968).

1.1.4. Extractaveis

Os extractaveis sdo moléculas de baixo peso molecular, cuja designacdo advém do facto
de serem passiveis de remocdo da madeira através de solventes organicos como etanol,
acetona ou diclorometano. Os componentes extractaveis subdividem-se em trés grupos:
compostos alifaticos (alcanos, alcoois, acidos gordos saturados e insaturados, na forma
livre ou esterificada), terpenos e terpendides (esterdis, sendo que o mais abundante nas
folhosas € o B-sitosterol) e compostos aromaticos (acidos fendlicos, flavondides, taninos,
lenhanos e estilbenos) (Fengel e Wegener, 1984; Sjostrom, 1981).

Dos compostos aromaticos, 0s taninos sdo um grupo importante e dividem-se em
taninos hidrolisaveis e taninos condensados ou flobafenos. Os taninos hidrolisaveis séo
encontrados em folhosas, como o carvalho e o eucalipto, e 0s mais importantes sao 0s
galotaninos e elagitaninos, que séo polimeros do acido galico e elagico, respectivamente.
Os taninos condensados resultam da condensacdo de flavondides, como a catequina ou a

leucoantocianidina, e sdo encontrados tanto na madeira como na casca. Os flavonéides sdo

12
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polifendis compostos por unidades de difenil propano e sdo responséveis pela cor de
diversas madeiras.

Os terpenos sdo compostos geralmente responsaveis pelo odor das madeiras e que
quimicamente derivam de duas ou mais unidades de isopreno. Consoante 0 numero de
unidades, assim sdo apelidados de monoterpenos (duas unidades), sesquiterpenos (trés),
diterpenos (quatro) e politerpenos (mais de oito).

Os compostos alifaticos mais frequentemente encontrados nas madeiras sdo gorduras,
ceras e agUcares. As gorduras sdo ésteres do glicerol com &cidos gordos, enquanto as ceras
sdo ésteres de alcoois de cadeia longa e &cidos gordos. Os aglcares encontrados nos
extractaveis sdo sobretudo monossacarideos, tais como glucose e frutose, ou dissacarideos

como a sacarose (Hon, 2007; Sixta, 2006).

1.1.5. Cinzas

As cinzas sdo compostas por material inorganico resultante do processo de combustao
completa de biomassa, representando cerca de 1% da madeira de biomassa. S&o
essencialmente constituidas por sulfatos, fosfatos, silicatos, oxalatos e carbonatos de
calcio, de potassio e magnésio, embora a sua composicdo dependa da composicdo dos
solos e condicdes climatéricas, sendo cruciais para o crescimento da planta (Hakkila, 1999;
Ohlsson 2004).

1.2.Producéo de Pasta e Papel

O processo de fabrico de pasta e papel é iniciado pelo transporte dos toros de madeira,
de dimensdes varidveis consoante a unidade fabril, onde sdo previamente seleccionados
com base na qualidade fisica e na quantidade. Apds o armazenamento dos toros ao ar livre
por um periodo de tempo, da-se inicio ao pré-tratamento que se caracteriza pelo descasque,
lavagem, corte de toros e destrocamento em aparas, aumentando a area de contacto da

madeira com o vapor e os produtos quimicos. Por Gltimo segue-se a etapa da crivagem,

13
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onde as aparas de menores dimensdes sdo recolhidas e seguem para o digestor para se
iniciar a etapa de cozimento; as aparas de maiores dimensdes sdo excluidas regressam as
etapas anteriores (Biermann, 1996). No cozimento ocorre 0 processo de deslenhificacdo
(remocéo de lenhina), que envolve varias etapas caracteristicas da interaccdo dos agentes
quimicos com as espécies a dissolver (Klemm et al., 1998), obtendo-se uma pasta crua que
é entdo lavada e submetida ao processo de branqueamento. Nesta fase, procede-se a
remocao e/ou descoloracdo da lenhina residual, bem como a remocao de outras estruturas
cromoforas (Neto e Evtyuguin, 2004).

As matérias-primas mais utilizadas no fabrico de pasta para papel incluem
essencialmente madeiras de resinosas e de folhosas. No grupo das folhosas, o Eucalyptus
globulus, assume uma notoria preponderancia como a espéecie mais utilizada em Portugal
na producdo de pasta celulosica e, cuja pasta kraft branqueada, € maioritariamente

produzida também em Portugal (Neto e Evtyuguin, 2004).

1.2.1. Cozimento da Madeira

O processo de cozimento da madeira pode ser mecanico ou quimico, em gue em ambos
0S casos ocorre a separacdo das fibras celulsicas e, portanto, a dissolu¢do/diminuicdo do
teor de lenhina. Os processos mecanicos apresentam rendimentos elevados (cerca de 95%),
enquanto os quimicos apresentam rendimentos inferiores (cerca de 50%).

No cozimento mecanico, a madeira é reduzida a fibras através de etapas de
trituracdo e refinagcdo, com recurso a equipamentos como rotador e um refinador em disco,
respectivamente. No primeiro caso, 0s toros de madeira sdo pressionados contra uma
superficie de pedra, sujeita a pulverizacdo da agua. No outro caso, o refinamento é
conseguido pela passagem de lascas de madeira, desde o centro para fora, e entre dois
discos circulares, onde pelo menos um a trabalhar a velocidade de rotacdo maxima. A
desintegracdo da madeira em pasta mecénica resulta numa ampla distribuicdo de tamanhos
de fibras, incluindo feixes de fibras, fibras completas, fibras fragmentadas e pequenas
particulas (Hon, 2007). As pastas mecanicas sdo dificeis de branquear e sofrem um

processo de amarelecimento muito rapido. Este tipo de pastas utiliza-se, principalmente,

14
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para papéis de baixa resisténcia, como por exemplo o papel de jornal (Sjostrom, 1993,
Clayton et al, 1989).

No cozimento quimico, as fibras celuldsicas sdo separadas através da remocdo da
lenhina (90-95%) e da degradacao e dissolugédo parcial dos polissacarideos (hemiceluloses
e celulose) no licor negro, sob condi¢des acidas e/ou alcalinas (Neto e Evtyuguin, 2004).
Como produtos, obtém-se uma pasta crua constituida por celulose, uma fraccdo das
hemiceluloses iniciais e lenhina residual (1-5%), com um rendimento aproximadamente de
45-55%. O processo de cozimento quimico da madeira pode ocorrer sob condi¢des acidas
— ao sulfito ou biossulfito, ou sob condigdes alcalinas — kraft (ou sulfato) e “soda”. Os
processos mais frequentemente empregues na producdo de pasta de papel sdo o kraft (85-
90%) e “soda” (10-15%) (Clayton et al., 1989; Biermann, 1996; Neto e Evtyuguin, 2004;
Hon, 2007). Simplificadamente, no processo kraft a madeira é tratada a 140-170 °C, com
solugdes aquosas de NaOH e Na,S e a um pH situado no intervalo entre 12 e 14. No
processo ao sulfito acido, a deslenhificagdo ocorre sob temperaturas entre 130 e 170 °C, em
solucdes de sulfito/bissulfito de sodio, calcio, magnésio ou amonio, a pH entre 1 e 5 (Neto
e Evtyuguin, 2004).

1.2.2. Processo Kraft

O cozimento kraft é caracterizado pela reaccdo de deslenhificacdo das aparas de
madeira com solucdo aquosa hidréxido de sddio (NaOH) e sulfureto de sddio (Na,S) num
digestor na presenca de um licor (licor negro). Os reagentes activos neste licor sdo os ides
OH™ e HS™ que sdo determinados através das seguintes reaccdes quimicas (Clayton et al.,
1989):

NaOH — Na+ + OH- [1]
NazS = 2Nat+ + Sy [2]
S,- 4+ H,0 — SH- + OH- [3]

15
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Pode ser um processo realizado de modo descontinuo ou continuo. No processo
descontinuo, as aparas sdo cozidas em digestores individuais onde o carregamento, o
cozimento e a descarga sdo realizados em passos sequenciais (Biermann, 1996). O
processo continuo € utilizado com maior frequéncia na inddstria, no qual as aparas sao
submetidas a um pré-tratamento com vapor para facilitar a impregnacgéo e sdo introduzidas
no digestor juntamente com o licor negro ou branco (ou uma mistura de ambos), onde séo
sujeita a um pH superior a 12 (Biermann, 1996), por um periodo de 1-2 horas, a elevadas
temperaturas compreendidas entre 140-170°C e a pressbes no intervalo de 7-12 bar
(Carvalho,1999; Hon, 2007). Este processo resulta na obtencdo de uma pasta crua
acastanhada, devido a presenca de grupos cromdforos e de lenhina residual (Mimms,1993),
com elevada resisténcia fibrilar, altamente empregue numa ampla gama de produtos
papeleiros. A pasta crua entretanto formada é sujeita ao processo de lavagem e crivagem,
com a finalidade de se isolarem o0s incozidos e os nds, e posteriormente conduzida para a
etapa de branqueamento. As substancias isoladas sdo novamente introduzidas no digestor,

dando continuidade ao cozimento (Carvalho,1999; Fengel,1989).

Finalizado o processo de cozimento, obtém-se um liquido rico em lenhina residual,
componentes inorganicos e outras substancias resultantes da degradacdo e solubilizagéo
dos componentes da madeira, que originara um efluente designado por licor negro que
pode ser valorizado para a producdo de energia. Numa etapa posterior, o licor negro é
concentrado numa unidade de evaporacdo, para depois ser queimado, maximizando assim
a recuperacdo de calor (Biermann, 1996; Carvalho, 1999). Ap6s a combustdo do licor
negro, recupera-se uma mistura inorgénica de Na,S, Na,CO3 e impurezas (drags) que, ao
ser dissolvida em agua, origina o licor verde. Este, apds posterior processamento, converte-

se em licor branco (Biermann, 1996).

As aparas de madeira sdo impregnadas com licor negro antes de entrarem no digestor.
Este licor negro é reaproveitado de uma etapa posterior do processo. Tanto se pode usar 0
licor negro ou o branco ou uma mistura de ambos para a impregnacdo. No entanto,
actualmente é mais frequente se utilizar o licor negro, pois ndo é tdo alcalino quanto o
branco (branco — lixivia — pH superior a 13; negro — pH inferior a 12), sendo facilitada a

penetracdo dos sulfatos nas fibras, promovendo a sua desintegragéo.
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Figura 1.6: Natureza ciclica do processo de cozimento kraft (adaptado Smook, 2002).

1.2.3. Comportamento dos componentes macromoleculares de E. globulus no

cozimento kraft

A deslenhificacdo da madeira kraft de E. globulus, € geralmente dividida em trés fases
cinéticas distintas e consecutivas: a fase inicial, corresponde ao periodo de arranque no
aquecimento do reactor, com uma lenta taxa de deslenhificagdo, onde ocorre cerca de 20-
30% da deslenhificacdo, seguindo-se a fase principal, com uma taxa de remocéo de lenhina
mais acentuada, conduzindo a cerca de 90% de deslenhificacdo e, finalmente, a fase
residual, onde se verifica um decréscimo da taxa de deslenhifica¢do (Lisboa et al., 2005).
Com efeito, sob condigdes tdo alcalinas, a lenhina é extensamente degradada e dissolvida
(90-95% no fim do cozimento) no licor negro, libertando as fibras da madeira, compostas
essencialmente por celulose e hemiceluloses (Pinto et al., 2005a; Lisboa et al., 2005).

A fase inicial da deslenhificacdo € a que revela menor selectividade, na qual os

polissacarideos (celulose, hemiceluloses e outros menos abundantes, como as pectinas) sdo
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parcialmente degradados a outros derivados com menor peso molecular ou dissolvidos no
licor negro (Lisboa et al., 2005), sobretudo pela ac¢do da hidrdlise alcalina e pela B-
eliminacdo sequencial do terminal redutor dos grupos terminais (reac¢do de peeling, Figura
1.7), afectando o desempenho do processo e qualidade das fibras (Pinto et al., 2005a).
Particularmente, a alcalinidade do meio pode provocar a ionizacdo de parte dos grupos
hidroxilo e conduzir a diacelilacdo das fracches acetil nas hemiceluloses
(glucuronoxilanas), com o aumento da temperatura. Por outro lado, a celulose é mais
resistente ao ataque alcalino e sofre menor degradacdo do que as hemiceluloses (Sixta,
2006). Nesta mesma fase, inicia-se a clivagem das ligacdes p-O-4 (Sixta, 2006), cujas
unidades (S) e (G) sdo preferencialmente removidas, devido & ligacdo covalente que
estabelecem com as xilanas, igualmente dissolvidas e degradadas (Pinto et al., 2002).

Na fase principal, as reaccdes dos polissacarideos sdo caracterizadas pela clivagem
aleatoria das ligacGes glicosidicas devido ao ataque alcalino (hidrélise alcalina), bem como
pelas reaccdes de stopping (Figura 1.7), favorecidas a altas temperaturas (Sixta, 2006).

Nas fases principal e residual, a eliminacdo dos polissacarideos ¢ manifestamente
menor, ainda que a hidrolise alcalina das ligacdes glicosidicas da fase residual, possa
contribuir significativamente para o decréscimo do grau de polimerizacdo dos
polissacarideos na pasta (Lisboa et al., 2005). Também nesta fase final do processo ocorre
a degradacdo da celulose com maior incidéncia (Sixta, 2006). Uma parte das unidades (S) €
removida, promovendo a diminuicdo da razdo S/G no licor negro (Pinto et al., 2002),
sendo que os monomeros da lenhina (S), (G) e (H) passam a corresponder a propor¢oes de

aproximadamente 60%, 30-40% e 5%, respectivamente (Pinto et al., 2005b).

6

CHO Hc<0 CHO

] ; ; CHO CO,H
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HCOR Hl’.’ZOR Ho® H(I:OR HCOR HCOR
Hclzon HCOH mI:on H|COI-1 H(I:OH

CH,OH H,OH CH, OH én2ou CH,OH

Figura 1.7: Representacdo esquematica do processo de bloqueio da reac¢do de peeling e de stopping (Sjostrém, 1993).
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1.2.4. Brangqueamento

O brangueamento é um processo quimico aplicado a pastas cruas para melhorar os
niveis de brancura, através da eliminacdo da lenhina residual da pasta e da degradagdo de
estruturas cromdforas (que absorvem a luz e apresentam cor), bem como remog¢do dos
extractaveis, impurezas inorganicas e residuos da casca (Sjostrom, 1993). O
branqueamento pode ser alternativamente processado através da remoc¢do da maior parte da
lenhina (deslenhificacdo) ou apenas pela redugdo dos grupos cromdéforos, sem remogéo de
lenhina. Da primeira alternativa obtém-se pastas com elevado nivel de brancura e
frequentemente aplicadas em pastas quimicas. A nivel industrial realiza-se uma sequéncia
com diversas etapas de branqueamento com recurso a quimicos e extraccao alcalina, com
hidréxido de sdédio. O branqueamento é conseguido por accdo de agentes quimicos
fortemente oxidantes, como o oxigénio (O,), o perdéxido de hidrogénio (H,O,), hipoclorito
de sdédio (NaClO), o didxido de cloro (CIO;) que actua como um substituto do cloro (Cly)
menos nocivo e 0 ozono (O3), segundo uma variante denominada por ECF (Elemental
Chlorine free). Por outro lado, através do processo que retém a lenhina, as pastas obtidas
apresentam um nivel moderado de brancura, frequentemente adequado para pastas semi-
quimicas, quimico-mecanicas e mecanicas com elevados rendimentos. Esta variante é
efectuada com recurso a peroxido de hidrogénio (H,0O,), através de um processo designado
por TCF (Totally chlorine free), onde ndo é utilizado qualquer tipo de oxidante que
contenha cloro na sua composicéo (Sjostrém, 1993; Smook, 2002).

No entanto, atendendo a finalidade de articular um custo minimo de reagentes e

equipamentos com a elevada brancura das pastas, normalmente utiliza-se uma combinagéo

de reagentes em varios estagios.
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1.3.Lamas Primarias

As fébricas de pasta e papel geram uma ampla gama de residuos, que incluem na sua
maioria residuos florestais, residuos provenientes do processo de caustificacdo e
resultantes do transporte de materiais, da demolicdo e cinzas das caldeiras (Scott, 1995).

Os efluentes da producdo de pasta sdo provenientes, na sua maioria, da recuperagao
dos filtrados da lavagem da pasta com elevada carga organica, em todas as fases do
processo de cozimento, branqueamento e filtrados de maquinas da pasta e de maquinas de
papel em fabricas integradas. Esses efluentes sdo submetidos a um tratamento que engloba
duas etapas. Do tratamento primario obtém-se, a partir do clarificador, as lamas primarias
que resultaram do processo de sedimentacdo, onde a agua é bombeada para tanques onde
se removem os solidos depositados. Estas lamas caracterizam-se por serem ricas em
celulose e hemicelulose, embora apresentem so6lidos inorganicos em suspensao, originarios
tanto da area de recuperacdo como da producdo de papel (carbonatos). Na segunda etapa, a
agua resultante do processo anterior é direccionada para um clarificador secundario, que
por accdo bioldgica, promove a assimilacdo de efluentes. Os sélidos obtidos sofrem nova
clarificacdo primaria, pelo que se misturam as lamas secundarias com as primarias, sendo

posteriormente desidratadas e armazenadas (Graca, 2010; Scott, 1995).

Efluente
carificado

Agua de lavagem
[ Clarificador » Clarificador
Primirio Secundirio

L

»

Lamas
Secundarias

Lamas
Primarias

Desidratacio /
Secagem

Recuperacdo das ..
dguas
Lamas

Figura 1.8: Esquema de tratamento de efluentes liquidos (adaptado Scott, 1995).

As lamas celuldsicas caracterizam-se quimicamente pelo seu teor de sélidos, pH, teor de
cinzas, presenca de hemiceluloses e celulose, pelo teor de lenhina (soltvel e insoltvel) e
compostos extractaveis. Estudos revelaram que as lamas primarias possuem entre 40-50%
de glucose e 50-75% de hidratos de carbono (celulose e hemicelulose), em teor de massa
seca (Kerstetter et al., 1997).
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Quando comparada com pastas cruas de Eucalyptus globulus, as lamas primaérias
apresentam uma constituicdo morfologicamente idéntica ao nivel das fibras celulésicas,
assim como relativamente a analise de dados biométricos. No entanto, diferem no
comprimento das fibras que € superior. As lamas evidenciam caracter hidrofobico, que as
demarcam de resultados obtidos para outras pastas. Relativamente ao nivel de
cristalinidade assim como o grau de polimerizacdo nas fibras celulésicas das lamas, sdo
bastante semelhantes aos das pastas, assegurando a qualidade estrutural das fibras
celulésicas. Contudo, as lamas registam um teor de lenhina superior, que dificulta a
reactividade da celulose e que pode ser justificado pelo facto de resultarem do tratamento

de primario de efluentes liquidos de fabricas integradas. (Sequeira, 2005)

O elevado teor em matéria inorganica contribui para uma diminuicdo da propor¢do de
compostos fibrosos nas lamas, impedindo uma potencial valorizagdo econdémica. A
respectiva viabilidade da mesma, pode ser determinada pela conversdo de polissacarideos
em monossacarideos fermentaveis, ap6s hidrélise quimica ou hidrélise enzimatica. Para a
hidrélise quimica é necessario um consumo elevado de reagente, além de todo o processo
ser conotado com um nocivo impacto ambiental, na medida em que ha libertacdo
consideravel de dioxido de carbono (CO,). A hidrélise enzimatica surge como uma
alternativa mais sustentavel e promissora, embora requerendo razoabilidade na sua
aplicacdo, atendendo ao elevado custo dos sistemas enzimaticos (Graga, 2010; Scott.,
1995).

Os principais métodos utilizados para o processamento de lamas consistem na
realizacdo de operacOes de: (1) Espessamento e/ou concentracdo; (2) Estabilizacdo; (3)
Desidratacdo; (4) Secagem; (5) Incineracdo (Straub, 1989; Baruth, 2005). Contudo, a
solugcdo mais frequentemente adoptada no tratamento das lamas consiste no tratamento
tradicional de fim de linha de producdo, a deposicdo directa em aterro sanitario, apos
estabilizacdo quimica e desidratacdo.

O processo de incineragdo das lamas para valorizacdo energética assume a relevancia
maior como alternativa ao metodo de deposicdo. As quantidades de carbonato de calcio

remanescentes da linha de producdo da pasta e papel podem ser recuperadas sob a forma
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de d6xido de célcio, que podera ser integrado novamente na linha de producdo. Com o
recurso a incineracdo, o volume de material que necessita de deposicdo em aterro (as
cinzas) e fortemente diminuido e recupera-se alguma energia a partir das lamas. No
entanto, o investimento de capital necessario e os padrdes de controlo de poluicdo vigentes
representam um forte entrave a esta alternativa ( Baruth, 2005; Scott, 1995).

A aplicagdo de lamas em materiais de construgéo, tais como no cimento, asfalto, em
agregados e compositos e a sua inclusdo em fertilizantes e em aplicacGes para caixas e

embalagens com fins ndo-alimentares, sdo opg¢des também validas (Scott, 1995)

As lamas de pasta e papel disponibilizam diversas vantagens na tecnologia de conversao
de etanol. Primeiramente, as lamas apresentam custos muito reduzidos, quando
comparadas com a producdo de biomassa como fonte de energia. Em segundo, os sélidos
obtidos a partir do clarificador primario sofreram um extenso tratamento mecanico e
quimico. Segundo estudos desenvolvidos, somente algumas lamas necessitam de um
reduzido pré-tratamento para atingir elevados rendimentos ao nivel da hidrdlise,
nomeadamente atraves da hidrolise enzimatica, usando enzimas de celulase. Em terceiro
lugar, a hidrélise é processada em suspensdo, ndo se acrescendo nos custos,
frequentemente em operagdes de drenagem de polimeros. Finalmente, em associagdo com
a fabrica de celulose, podem reduzir-se os custos de producédo através do fornecimento de
equipamentos de manuseamento de materiais, suprimentos de vapor e sistemas de
tratamento de aguas residuais. Combinando todas estas vantagens, € possivel reduzir
significativamente o capital e custos de operacdo, quando comparado com 0 processo de
conversdo de madeira em etanol (Kerstetter et al., 1997).

1.4.Enzimas

As enzimas sdo catalisadores bioldgicos, responsaveis pela elevada velocidade de
complexas reaccOes quimicas, das quais dependem a existéncia de células e

microrganismos. Estas reac¢Ges ocorrem sem 0 consumo da propria enzima, sendo que
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estas ndo assumem o papel de reagentes ou produtos, conservando-se o equilibrio
reaccional. As enzimas sdo altamente selectivas, catalisando uma determinada reaccéo, a
temperaturas relativamente baixas, de um determinado substrato (Aires-Barros et al., 2003;
Guibault, 1973).

As enzimas sdo de natureza proteica, constituidas por longas cadeias de aminoacidos
conectados por ligacGes peptidicas, entre 0 grupo «—amino de um aminoacido e o grupo
« —carboxilico do aminodcido adjacente. Apresentam uma estrutura tridimensional devida
ao enovelamento das cadeias peptidicas, favorecendo uma proximidade ao centro activo
por parte dos amino&cidos situados em regides mais distantes da sequéncia primaria.

Cada tipo de enzima dispde de um local especifico na sua superficie, denominado por
centro activo, que é uma pequena fenda onde o substrato se liga e onde ocorre a catalise. O
substrato liga-se ao centro activo por ligagdes ndo—covalentes (interacgdes electrostaticas,
pontes de hidrogénio, interaccbes de van der Waals e interaccGes hidrofobicas). A
especificidade da ligacdo enzima-substrato depende de como os a&tomos se posicionam, de
uma forma definida, no centro activo. A elevada especificidade das enzimas pode ser
atribuida a sua estrutura tridimensional que permite um perfeito encaixe com o substrato.
Esta especificidade tdo demarcada para o substrato e produto, consequentemente promove
a frequente auséncia de produtos secundarios no decurso das reac¢Bes enzimaticas (Aires-
Barros et al., 2003; Motta, 2003). Dois modelos foram propostos para explicar a
especificidade enzimatica: o0 modelo da chave-e-fechadura (Figura 1.9), desenvolvido por
Fisher em 1890, em que a fenda do centro activo e o0 substrato sdo complementares; o
modelo do encaixe-induzido (Figura 1.10), desenvolvido por Koshland Jr. 1968, afirma

que a proteina € mais flexivel e adapta-se ao substrato (Motta, 2003).

Ea

Figura 1.9: Representacdo do modelo chave-fechadura (Disponivel em:

http://labvirtual.eq.uc.pt/siteJoomla/index.php?option=com_content&task=view&id=96 &Itemid=201#5).
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"INDUCED-FIT" "NON-INDUCED FIT"
Enzima Activo Enzima inactive

Figura 1.10: Representacdo do modelo do encaixe-induzido (Disponivel em:
http://labvirtual.eg.uc.pt/siteJoomla/index.php?option=com_content&task=view&id=96&ltemid=201#5).

1.4.1. Classificacdo Enzimatica

Atendendo a necessidade de se definir de forma precisa a vasta gama de enzimas
existentes que participam nos diversos processos, bem como de se adoptar de um sistema
que promova a exequibilidade da identificacdo dos seus nomes, a Comissdo para Enzimas
da Unido Internacional de Bioquimica (IUB) em 1961 propds uma nomenclatura trivial e
sistematica. Com efeito, cada enzima é classificada de acordo com o tipo de reac¢do que
catalisa, agrupada em seis categorias enzimaticas (1.Oxidorredutases, 2.Transferases,
3.Hidrolases, 4.Liases, 5.1somerases e 6.Ligases) e outras sub-categorias. E atribuido um
namero de cddigo com quatro elementos a cada enzima, cujos digitos referem-se a classe,
subclasse, subsuclasse e ordenamento das enzimas no seio de cada categoria,
respectivamente. A classificacdo trivial acima referida, é acrescentada a designacgéo
sistematica, que aglutina o sufixo “ase” (que traduz a natureza da reac¢do) ao nome
sistematico que abrange também o nome do substrato (Aires-Barros et al., 2003). Por
exemplo, a enzima endocelulase com o numero de cédigo EC 3.2.1.4, cujos nimeros
referem-se a classe das hidrolases, subclasse das hidrolases que actuam na quebra de
ligagdes glicosidicas, subsuclasse das hidrolases que actuam na quebra de ligacdes

glicosidicas e numero de ordem da enzima, respectivamente.
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1.4.2. Actividade Enziméatica

A actividade enzimética traduz a quantidade de enzima que catalisa a converséo de 1
pmol de substrato por unidade de tempo a 25°C, ajustando concomitantemente, as
condicdes Optimas de pH. Portanto, pode ser expressa em U, unidades de actividade
enzimatica (Aires-Barros et al., 2003).

Existe um conjunto de factores que se assumem preponderantes na actividade
enzimética, influenciando a extensdo da reaccdo, nomeadamente as concentracdes de
enzima e substrato, a temperatura e o pH, bem como os activadores, inibidores e forca
ionica (Guibault, 1973). Estas condi¢cdes devem permanecer constantes, tanto quanto
possivel, durante os periodos de tempo estipulados para a monitorizacdo de uma medicao,
por forma a ndo ser passivel de afectacdo (Taylor, 2004).

1.4.3. Cinética Enzimatica

A cinética enzimatica traduz o estudo quantitativo da catalise através de enzimas,
nomeadamente acerca do mecanismo de ac¢do catalitica, da especificidade das enzimas, e
sobre alguns factores que influenciam a velocidade das reaccdes e a quantificacdo dos seus
efeitos. Apesar de catalisarem uma vasta gama de reacc¢des por diferentes mecanismos, as
enzimas podem ser analisadas quanto as suas velocidades para que as suas eficiéncias
sejam quantificadas (Motta., 2003).

De acordo com o modelo proposto por Michaelis-Menten, 0 mecanismo para a
reaccdo da enzima, E, com o seu substrato, S, traduz-se pela combinacdo entre ambos no
centro activo da enzima, formando um complexo intermediario, ES, que se divide dando
origem aos produtos, P, e libertando a enzima. A formacdo do complexo intermediario
ocorre segundo um processo rapido e reversivel, onde k; e ko, sdo as constantes de
velocidade para formacdo do complexo ES e para a dissociagio do mesmo,
respectivamente. A constante de velocidade, ks, é responsavel pela formagdo do produto e

libertagdo do centro activo (Guibault, 1973).
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k1 k3
E+S—>EES—>E+P [4]

A constante de equilibrio da reaccdo de formacdo do complexo ES, K,,,, também

denominada por constante de Michaelis, é definida como,
Km = (ks + k3)/kq [5]

A velocidade inicial da reaccdo é entdo dada como funcdo da concentracdo da

enzima e do substrato,

Vo = Vinax[Slo/(Km + [S]o) [6]

onde [S]o é a concentracdo inicial de substrato e V.« € a velocidade méaxima de
reaccdo, atingida sob condi¢cBes de saturacdo da enzima em condi¢bes especificas
(temperatura, pH e forca iénica).

Pela Equacdo 6, a velocidade de reaccdo aumenta proporcionalmente com o
aumento da concentracdo de substrato, para uma concentra¢do fixa da enzima. Quando o
limite de excesso de substrato é atingido (concentracdo maxima de substrato que a enzima
pode admitir), a velocidade da reaccdo catalisada adopta um comportamento
aproximadamente constante, mesmo com a adi¢cdo de mais substrato. (Figura 1.11)

Assim, quando V = V,,,,,/2 e rearranjando a Equacdo 6, obtém-se [S] = K,,. O
valor de K,, € numericamente igual a concentracdo de substrato, na qual a velocidade
inicial de reac¢do corresponde a metade da velocidade méxima.

O valor de K,,, € um bom indicador quantitativo da reaccao enzimatica, podendo ser
determinado através do declive da dependéncia, 1/V, = f(1/[S]) , do método de

Lineweaver-Burk,
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' K
Declive = —M

max

LN
Vimax

L 1
K [5]

Figura 1.11: Representacdo grafica da equacéo de Lineweaver-Burk (Disponivel em:

http://labvirtual.eq.uc.pt/siteJoomla/index.php?option=com_content&task=view&id=96&Itemid=201#5).

Quanto menor for o valor de K,,,, mais completa sera a reac¢do enzima-substrato, uma
vez que reflecte maior afinidade da enzima pelo substrato. Portanto, a eficiéncia catalitica

maxima é alcancada a baixas concentracdes de substrato. (Guibault, 1973)

1.4.4. Celulase

A degradacdo da cadeia polimérica da celulose requer a presenca de enzimas que
pertencam a classe das hidrolases, portanto enzimas hidroliticas, nomeadamente a celulase.
Existem vérios tipos de enzimas hidroliticas, designadas de forma genérica por
endoglucanase, exoglucanase (ou celobiohidrolase) e B-glucosidase, que podem actuar
sinergicamente, dependendo da natureza do substrato, da dosagem e da razdo de
concentracdo entre elas (Béguin e Aubert, 1994; Henrissat, 1994).

As referidas enzimas hidroliticas apresentam especificidade para hidrolisar as ligacoes
B(1—4) entre duas unidades de anidroglucose, ainda que se distingam no modo de acg¢ao
sobre a celulose, presumivelmente devido a arranjos estruturais diferentes. Portanto, as

celulases podem ser classificadas da seguinte forma (Figura 1.12):
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As endoglucanase (endo-1,4-p-D-
glucanase), participam na degradacdo da (a)

celulose amorfa, atacam aleatoriamente as

ligacGes glicosidicas no interior da cadeia Tenatreioing Zonn sy
celulosica e elevam o nimero de lugares ) Adseridenailasss
livres para a intervencéo das exoglucanase; Endoglucanases
conduzem a uma despolimerizacao rapida do
substrato e o principal produto é a celobiose.
As exoglucanase degradam eficazmente as
regides cristalinas da celulose, a partir da
clivagem de dimeros de celobiose nas

extremidades, redutora ou ndo-redutora, da

cadeia celul6sica; estdo associadas a uma
lenta despolimerizagéo do substrato. @, ®
As B-glucosidase convertem a celobiose em g )

B-Glucosidases

glucose, minimizando assim a accao

inibitéria que a celobiose exerce sobre a Figura 1.12: Mecanismo de degradagdo enzimatico-
-accdo sinérgica entre endo- e exo-glucanases

actividade das outras celulases (Béguin e _
(Béguin e Aubert, 1994).

Aubert, 1994; Henrissat, 1994).

1.5.Processamento Hiperbarico

A tecnologia por alta pressdo tem vindo a ser empregue nas recentes décadas, motivado
por um aumento de aplicacbes em varias areas da quimica, nomeadamente em quimica
organica sintética. Com esta tecnologia, as reaccdes organicas em que 0s reagentes e/ou
produtos sdo sensiveis ao calor e/ou ndo reagem a pressdo atmosférica podem ser
realizadas em condicgOes ligeiras, permitindo uma melhor conservacdo da qualidade dos
produtos. A alta pressdo € um modo de activagdo fisico ndo-destrutivo para as reaccoes
organicas e € uma ferramenta util para a quimica orgénica ecologica, devido a poupanca de

energia associada e por conseguir melhorar significativamente tanto a selectividade como o
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rendimento das reaccGes, ou seja, a estereosselectividade, regiosselectividade e a
quimiosselectividade, evitando a produgdo de residuos e a utilizacdo de catalisadores

metalicos e as altas temperaturas (Minuti, 2009).

A tecnologia de alta presséo tem sido largamente proveitosa e em franca expansdo no
sector industrial alimentar, atendendo ao crescente nivel de qualidade exigencial dos
consumidores, na aquisicdo de alimentos com o minimo de processamento e com a
preservacdo das propriedades organolépticas (Rahman, 1998). Com o recurso a esta
inovadora tecnologia, €& possivel através da modificagdo das propriedades
macromoleculares e da influéncia nos processos fisioldgicos (Ferreira et al., 2011), obter
um produto final processado livre de aditivos, de aparéncia natural e qualidade elevada,
que permanecam asseguradas durante o seu armazenamento (Rahman, 1998), oferecendo

melhores vantagens do que o processamento térmico (Figueiredo et al., 2010).

O tratamento a pressdes elevadas causa a destruicdo de microrganismos, devido a
ruptura da sua membrana celular. Na aplicacdo em sistemas enzimaticos, a alta pressao
provoca a desnaturacdo da estrutura das enzimas, enquanto deixam intactas moléculas
pequenas, como a maioria das vitaminas e os compostos volateis, que conferem sabor aos
alimentos. Com efeito, a tecnologia de alta pressdo tem a vantagem de causar a degradacao
minima do sabor e de nutrientes quando comparada a pasteurizacao térmica tradicional,
que agrava as caracteristicas nutricionais e sensoriais, devido a influéncia sobre as ligac6es

covalentes e ndo-covalentes (Aires-Barros et al., 2003).

Outra area de desenvolvimento mais recente incide sobre a industria agroflorestal,
centra-se no tratamento hiperbarico da pasta de celulose, que surge como um importante
instrumento para a alteracdo ndo-degradativa das propriedades das fibrilas de celulose
(Figueiredo et al.,2011).

Diversos estudos e técnicas de pré-tratamento foram desenvolvidos, motivados pelo
objectivo de se produzir, de forma viavel, opgdes renovaveis para a producdo de quimicos

e combustiveis de segunda geracdo (Figueiredo et al.,2011).

29



Capitulo 1 — Revisao Bibliografica

Actualmente, esta técnica é frequentemente empregue no laboratério e na industria,
mesmo porque um ligeiro aumento de pressao implica efeitos significativos nas reacgdes
em solucdo. Aplicando alta pressao, as reac¢fes quimicas com um volume de activagédo
negativo sdo activadas. A maioria das reaccdes organicas tem um volume de activacdo
negativo e, portanto, sdo influenciaveis pela pressdo elevada, dependendo do volume de
activacao (Minuti, 2009).

O termo “alta pressdo” indica uma gama desde 100-900 MPa. O equilibrio
termodinamico que descreve uma reaccdo submetida a pressdo, é determinado pela
variacdo do seu volume. A relacdo entre a pressdo (P) e a constante de reaccdo (k) é

expressa por,

Slnk AV 6
P RT 8]

onde AV” representa o volume de activagéo, definido como a diferenca entre o volume

ocupado pelo estado de transicdo e o volume ocupado pelos reagentes. Se AV7 ¢ negativo,

a constante de reaccdo aumenta com o0 aumento da pressdo. Da mesma forma, o efeito da

pressdo no equilibrio da reaccao,

olnK AV
5P RT 9]

onde AV é o volume molar e K a constante de equilibrio (Minuti, 2009).

1.5.1. Principio de Funcionamento

O tratamento por altas pressdes hidrostaticas emprega a &gua como o principal fluido de
compressdo, actuando como canal de transferéncia de pressao e funcionando segundo 0s

principios de Le Chatelier e Isostatico.
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Pelo principio de Le Chatelier, qualquer reaccdo, alteragdo conformacional ou alteracdo
de fase, que seja acompanhada por uma reducdo de volume sera sempre favorecida pela
pressdo. No caso de se verificar um aumento de volume, a reaccdo € retardada ou inibida
(Akyol, 2004; Campos, 2003).

O principio de compressdo Isostatica revela que a pressdo é exercida em todas as
direcgdes e de forma homogénea, independentemente do volume, tamanho e geometria da
amostra. Portanto, a substancia em analise ¢ submetida a uma compressdo e quando a
pressdo é aliviada, adquire o seu formato original (Akyol, 2004; Guerrero-Beltran et al.,
2005).

A presséo aplicada e o tempo de pressurizacdo dependem do tipo do produto a ser

tratado e do produto final desejado (Campos, 2003).
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Figura 1. 13: Representacdo esquematica do principio de compresséo isostatica (Ohlsson, 1995)

1.5.2. Equipamento

O equipamento comercial de alta pressdo é constituido por um vaso resistente a alta
pressdo, uma bomba de compressdo do liquido que actua como gerador de pressdo, o
préprio circuito de pressdo; um sistema responsavel pela monitorizacdo e controlo da
pressdo (e da temperatura) e uma unidade de manuseamento do produto, para transferir o
produto de e para o recipiente de pressurizacao (Guerrero-Beltran et al., 2005).

As principais etapas do processo correspondem ao adequado embalamento da amostra e
a introducdo da mesma no vaso, a injeccdo de um fluido de transmissdo de pressédo, a

erradicacdo do ar presente no vaso, rematada pela etapa de pressurizacdo do mesmo.
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A geracdo de pressdo dentro do vaso pode ser alcancada por compressdo directa ou
indirecta, ou ainda por aquecimento do meio de pressdo. Na compressdo directa (Figura
1.14), ocorre a reducdo da camara de tratamento por accdo de uma pressdo hidraulica
aplicada sobre um pistdo, no interior do vaso. Este método é executado & escala
laboratorial ou em sistemas de planta piloto (Njoroge, 2011; Rahman, 1998).

Q

lBomba de baixa pressio

Pistio

Vaso alta pressio

Pressio média

Fecho inferior

Figura 1. 14: Representacdo esquematica do modo de geragéo de alta pressdo por compressdo directa. (Njoroge, 2011)

A compressdo indirecta (Figura 1.15) envolve o uso de um intensificador ou
amplificador de alta pressdo, que bombeia o fluido de pressurizagdo directamente para o
interior do vaso, para atingir uma dada pressdo (Njoroge, 2011).

%

- Fecho superior
Vaso alta pressio
Pressdo média
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.
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Fecho inferior  Amplificador

Tanque de pressio média

Figura 1. 15: Representacdo esquematica do modo de geracéo de alta pressdo por compressao indirecta. (Njoroge, 2011)

No aquecimento por meio de pressdo o fluido de pressurizacdo sofre uma expansao

motivada pelo aumento de temperatura que, por consequéncia, gera um aumento da
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pressdo. Esta aplicagdo combinada requer um controlo muito preciso da temperatura dentro

de todo o volume interno do vaso de pressurizagao (Njoroge, 2011).

Os factores criticos do processo hiperbarico incluem a pressdo, o tempo de
pressurizacgdo, o tempo para atingir a presséo do tratamento, o tempo de descompressdo, a
temperatura do tratamento (incluindo aquecimento adiabatico), a temperatura inicial da
amostra, a distribuicdo da temperatura no vaso de pressdo, o pH da amostra, a composi¢édo
da amostra, a actividade de dgua da amostra, a integridade do material de embalagem e

adicionais processamentos concorrentes (Brennan, 2006).

1.5.3. Efeito do Tratamento Hiperbérico

A celulose € um polimero com caracteristicas amorfas e cristalinas, facto que representa
dificuldade acrescida para a ocorréncia de hidrolise ao nivel da acessibilidade aos dominios
cristalinos (Figueiredo et al., 2010). Os resultados obtidos para estudos em pastas de
Eucalyptus globulus revelaram que a pressdo elevada promove o rearranjo estrutural nas
fibrilas da celulose, levando a juncéo dos cristalitos de celulose com os planos adjacentes
devidamente orientados, cujas superficies sdo suficientemente préximas. O rearranjo das
fibrilas submetidas a alta pressao pode causar um aprisionamento de moléculas de dgua nas
cavidades internas dos agregados fibrilares ou entre as superficies das fibrilas, permitindo
assim a penetracdo profunda da &gua, o aumento do nivel de hidratacdo das fibras e o

afastamento destas (Ferreira et al., 2011; Figueiredo et al., 2010).

A partir de estudos recentes, no ambito da aplicacdo de alta pressdo como auxilio no
desempenho enzimatico sobre pastas kraft (Ferreira et al., 2011; Oliveira et.al., 2011),
demonstra-se que este tratamento promove um melhor acesso da enzima na quebra das
ligages glicosidicas, durante toda a reacgdo de hidrolise e em particular na fase inicial.
Assim o efeito hiperbarico é mais notorio quanto menor for o tempo de hidrélise. O acesso
facilitado da enzima na celulose é indicativo de que a enzima tem acesso as ligacdes
glicosidicas que ndo sdo acessiveis em pastas ndo-tratadas, permitindo uma maior extensao

da hidrolise. Assim, o tratamento hiperbarico favorece uma hidrélise mais uniforme das
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fibras celulosicas, devido a melhor acessibilidade tanto as zonas amorfas como as
cristalinas (Ferreira et al., 2011).

O tratamento hiperbarico, contrariamente ao pressuposto, demonstrou um caracter
endotérmico, atendendo ao abaixamento da temperatura registado em ~10 °C, em pastas de
E. globulus. Parte-se do pressuposto que dever-se-a a quebra das ligagdes por pontes de
hidrogénio entre as superficies de celulose inacessiveis, uma vez que a entalpia livre de
hidratacdo é inferior a entalpia de ligacdo intermolecular. Como tal, o tratamento a elevada
pressdo tem que forcosamente disponibilizar superficies da celulose que antes se
mantinham inatingiveis (Figueiredo et al., 2010). As especificidades da hidrolise
enzimatica podem ser controladas através da seleccdo adequada das condicBes do

tratamento por alta pressao (Ferreira et al., 2011).

Os tratamentos hiperbaricos sdo amplamente promissores, uma vez que promovem a
facilidade e extensdo da hidrolise enzimatica da celulose, produzindo agucares para a
producdo de produtos quimicos e bioetanol de segunda geracédo (Ferreira et al., 2011). No
entanto, implicam uma tecnologia que ainda acarreta custos elevados, principalmente
devido ao dispendioso capital inicial, o que ainda limita a sua aplica¢do a produtos de alto
valor acrescentado. Contudo, através do desenvolvimento tecnoldgico é previsivel que

estes custos se tornem mais acessiveis (Campos, 2003).
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Neste capitulo pretende-se avaliar o efeito de um pré-tratamento por alta pressao (400 e
500 MPa) sobre o desempenho dos tratamentos &cido e enzimético, de forma individual e
combinada, nas lamas priméarias cedidas pela fabrica integrada da Portucel de Setubal. A
metodologia de estudo envolve trés etapas, em que a primeira corresponde a caracterizacao
global da matéria-prima. A segunda etapa € de avaliacdo prévia de diversas sequéncias de
tratamento, nomeadamente o pré-tratamento de neutralizacdo das lamas com &cido
sulfarico, o tratamento com lavagem &cida de &cido cloridrico e o tratamento hiperbérico,
com o intuito de inferir acerca da real influéncia do mesmo na hidrolise enzimatica das
lamas primarias. A Ultima etapa abrange a optimizacdo das condi¢cdes do tratamento
hiperbarico, com a finalidade de melhorar o processo de hidrdlise enzimética das lamas,

atendendo a maior ou menor quantificacdo de aclcares redutores formados.

2.1.Caracterizacdo Quimica das Lamas Primarias

A caracterizacdo quimica das lamas primarias foi realizada segundo as normas
aplicaveis ou segundo as referéncias bibliograficas indicadas em cada caso. Para a
execucdo da caracterizacdo, foram aplicadas as seguintes técnicas de avaliacao:
determinagdo do teor de humidade na amostra em base seca, determinagdo do teor de
cinzas, determinacédo do teor de carbonatos, digestdo das lamas e classificacdo da presenca
de metais, quantificacdo de extractaveis. Para todas as técnicas de caracterizacdo foram
realizados ensaios em duplicado.

Para efeito de simplificacdo na designacdo da amostra, denominam-se por “lamas
primarias iniciais” ou “LP inicial”, a matéria-prima recebida sem qualquer tipo de pré-

tratamento.

2.1.1. Humidade

O teor de humidade foi determinado segundo a Norma Internacional 1SO 638 1978 e
EN 20 638. O método baseia-se no registo da variagdo gravimétrica de uma amostra,
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inicialmente com 10+0.0001g, antes e apds secagem numa estufa a 105+3°C, com pelo
menos um dia de intervalo. A amostra é pesada num copo previamente seco na estufa e
arrefecido no exsicador. O teor da humidade (W) foi calculado através da Equagéo 10.

massa da amostra ap6s secagem

W(%)=1-

x 100 [10]

massa da amostra antes da secagem

2.1.2. Teor de Cinzas

O teor de cinzas foi determinado através da pesagem de 15g + 0.0001g de amostra em
cadinhos ceramicos, previamente calcinados na mufla (Figura 2.1) a 900°C durante
2h30min. Os cadinhos calcinados sdo arrefecidos num exsicador durante 30 min e depois
sdo pesados sem e com amostra. Levam-se entdo os cadinhos a mufla, inicialmente a
temperatura fria, até aos 525°C, por um periodo de 4h. Deixam-se os cadinhos e o
contetdo arrefecer num exsicador, durante pelo menos por 30min e procede-se a pesagem

dos mesmos. (NP 3192) O teor de cinzas (Z) foi calculado através da Equacao 11.

7 (%) _ massa de cinzas % 100 [11]

massa de amostra seca

Figura 2. 1: Representacdo da mufla de aquecimento.
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2.1.3. Teor de Carbonatos

O teor de carbonatos foi determinado, utilizando os cadinhos (com as respectivas
amostras) referentes ao ensaio do teor de cinzas. Estes cadinhos foram novamente
submetidos a incineracdo na mufla a 900°C, por um periodo nunca inferior a 4 horas,
seguido da remocdo dos mesmos e de arrefecimento a temperatura ambiente num
exsicador. O ensaio termina com a pesagem das amostras ap6s calcinacdo e o teor de
carbonatos é calculado atraves da Equacdo 12 e segundo a norma NP 1SO 2144.

__massa cadinhOcarbonatos a 900 °c—Massa cadinho

X = x 100% [12]

massagmostra inicial seca

2.1.4. Analise de Metais

O ensaio aos metais € realizado, procedendo-se a uma parte que engloba a digestdo das
lamas e, posteriormente, a outra parte definida pela filtracdo do residuo da digestao.

Pesam-se 2,5g + 0.0001g de amostra em base seca para um copo. Preparam-se, para um
total de 50mL/copo, uma solugdo de &cido nitrico e &cido cloridrico na proporgéo de 1:2, a
adicionar a amostra. Coloca-se o copo na placa de aquecimento (Figura 2.2), a 250°C, até
que o nivel do contetido se reduza a uma medida aproximadamente igual a 10 mL. Regula-
se a formacdo de espuma com pequenos esguichos de agua para o interior do copo.
Findada esta etapa, retira-se o copo da placa e deixa-se arrefecer durante aproximadamente
15 min. Seguidamente, procede-se a filtracdo dos cerca de 10 mL residuais para um baldo
volumeétrico de 250 mL, auxiliada por pequenos volumes da agua da lavagem do copo, até
perfazer a marca. O contetddo do baldo é quantitativamente transferido para os recipientes
adequados para a analise por espectroscopia de emissdo atébmica de acoplamento por
plasma induzido, ICP-AES (Figura 2.3).
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Figura 2. 3: Representacdo do equipamento ICP-AES.

2.1.5. Analise de Extractaveis

A anélise do teor de extractaveis foi realizada através da extrac¢do, com acetona como
solvente, durante 4 h num extractor de Soxhlet de 125 mL (Figura 2.4a). Para tal pesou-se
10g + 0,0001g de amostra para um cartucho de extraccdo e, reservou-se o conteldo,
colocando no topo uma por¢éo de papel de filtro. Adicionou-se cerca de medida e meia (do
extractor) de acetona, aproximadamente 180 mL, completando-se a montagem
experimental com o baldo de fundo redondo de 500 mL em contacto com a manta de
aquecimento. Apos terminada a extrac¢ao, evaporou-se 0 extracto num evaporador rotativo

(Figura 2.4b), com pequenos volumes transferidos do baldo de 500 mL do extracto para um
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baldo de 100 mL (previamente pesado depois de ser levado a estufa) onde o extracto é

concentrado.

Figura 2. 4: a) Representacéo da operacdo de extracgdo em acetona com extractor de Soxhlet de 125mL (esquerda); b)
concentracéo do extracto no evaporador rotativo (direita).

Findada a evaporacdo, o baldo de 100 mL ¢é deixado a arrefecer no exsicador e,
posteriormente, é pesado com o residuo. O teor de extractaveis é determinado de forma

quantitativa, segundo a variagdo das pesagens, expressa na Equacdo 13.

EX(%) _ massa de extractaveis % 100 [13]

massa da amostra apos secagem

Entretanto, efectua-se uma lavagem com &gua aquecida (aproximadamente a 50°C)
aos cartuchos de extrac¢do remanescentes, com as lamas no seu interior. Para tal, prepara-
se uma montagem para filtracdo a vacuo: sobre um kitasato coloca-se um funil de Blchner
de dimensdes largas com o papel de filtro; transfere-se para o seu interior, todo o contetido
de ambos os cartuchos e procede-se a lavagem, com cerca de um litro de agua, divididos
em pequenos volumes. Executa-se 0 passo até ndo restarem vestigios de acetona. Por fim,
transfere-se o contetdo do filtrado para uma superficie e deixa-se repousar num local seco
(Figura 2.5).
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Figura 2. 5: Lamas iniciais secas ao ar, ap0s extracgéo.

2.2.Caracterizacdo LP neutralizadas com acido sulfarico

De forma homologa a caracterizacao fisica e quimica das lamas iniciais, realizaram-
se também os ensaios de humidade das lamas pré-neutralizadas antes e apds extracc¢éo,
determinam-se os teores de cinzas e carbonatos, bem como a analise de extractaveis e dos
metais, segundo as normas aplicaveis em cada caso e as respectivas metodologias. Além
dos ensaios acima referidos, realizaram-se também os ensaios referentes a determinacéo do
teor de lenhina insolGvel e soltvel (seccdo 2.2.1.) e analise de aglcares elementares

(seccdo 2.2.2.). Todos os ensaios realizaram-se em duplicado.

2.2.1. Teor de Lenhina

A determinacdo do teor de lenhina insollvel realiza-se através de duas hidrdlises
sequenciais. Para tal, pesam-se 2,0+0,0001g em base seca de lamas extraidas (resultantes
da extraccdo com acetona) para copo de 100mL (previamente pesado). Seguidamente,
prepara-se uma solucdo de 250 mL de &cido sulfarico, H,SO4 (72% viv), por diluicdo de
outra solugdo de &cido sulfarico (96%) e transfere-se para um recipiente de vidro
adequado. Adicionam-se 40 mL da solucdo preparada (em peguenos volumes) ao copo de
100 mL com a amostra. Com uma vareta de extremidade achatada, envolve-se bem o
contetdo promovendo a sua mercerizacdo ao maximo, para que a hidrolise seja facilitada.
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Leva-se 0 copo com a amostra e 0 volume de &cido adicionado a um banho a 25°C, durante
1h30, onde ocorrera a primeira hidrdlise do ensaio (Figura 2.6a). Intervala-se este periodo
de tempo com ligeira agitacdo do copo e reserva-se 0 mesmo com um vidro de relégio no
topo.

Findada a primeira hidrdlise, transfere-se o conteddo do copo para um erlenmeyer
de 2000 mL, previamente preenchido com 500 mL de &gua ultrapura, efectuando-se varias
lavagens ao copo e vareta, recolhendo o maximo de amostra possivel. Completa-se o
restante volume com agua ultrapura, perfazendo um volume total de 1500 mL de agua
adicionada, de forma a obter-se o &cido sulfirico diluido a 3%. Marca-se o nivel de &gua
no erlenmeyer para que se possa manter 0 mesmo constante ao longo do ensaio. Submete-
se 0 erlenmeyer ao aquecimento numa placa a mais de 100°C, até ferver, durante 4 horas,
mantendo sempre o nivel de solucdo constante com a adi¢do sucessiva de volumes de dgua
aquecida (Figura 2.6b). Apos terminar a segunda hidrélise, deixa-se a repousar. Executa-se
uma filtracdo a véacuo do contetdo do erlenmeyer, com recurso a um cadinho de Gdch,
previamente submetido a estufa e pesado. Reserva-se o cadinho com o filtrado na estufa,
de um dia para 0 outro e pesa-se no dia seguinte, determinando-se o teor de lenhina

insoltvel através da Equacdo 14,

massa de lenhina

L insoluvel(%) = x 100 [14]

massa da amostra absolutamente seca

Figura 2. 6: a) Representacéo do banho de aquecimento da primeira hidrélise acida da lenhina (esquerda) e da b)

segunda hidrélise acida (direita).
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O liquido sobrenadante, resultado da filtracdo a vacuo através dos cadinhos mais as
aguas de lavagem, é transferido para recipientes adequados de 250 mL. Procede-se entdo a
analise da lenhina solavel, através da medicdo da absorvancia da amostra no espectro de

absorcdo UV-VIS, a 205nm com percurso optico de 10mm (Figura 2.7).

Figura 2. 7: Representacdo do espectrofotdmetro de absorcdo UV-VIS.

A concentracdo de lenhina é calculada segundo a Equacdo 15, correspondente a
absorvancia medida e o teor de lenhina soltvel é determinado através da Equacéo 16,
Absorvancia medida

C= - [15]

Concentracio de lenhina
£ X 100

Lenhina soluvel (%) = [16]

massa de lenhina absolutamente seca

2.2.2. Analise de Acucares Neutros

A andlise de acUcares neutros consiste num conjunto de etapas iniciada pela hidrdlise
acida onde se obtém os agucares em solucdo, seguida pela redugdo aos agucares, pela
acetilacdo dos alditois e culmina na analise por cromatografia gasosa com detector de
ionizacdo de chama, GC-FID.

Pesam-se 10,0+0,1mg de amostra em base seca para um tubo de ensaio. A hidrélise
acida da amostra é conduzida pela adicdo de 400 pL de H,SO4 a 72% ao tubo e levada a

incubar num digestor, durante trés horas a 30°C. Adiciona-se em seguida 4,4 mL de agua
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destilada e vai novamente a incubar, por um periodo de 2h30 a 100°C no mesmo digestor.
Posteriormente, arrefece-se em gelo, e adicionam-se 200 pL de 2-desoxiglucose como
padrdo interno. Deste hidrolisado retira-se 1mL para outro tubo e adiciona-se 0,2 mL
NH3(25%) e 0,1 mL NH3(3,0 M) contendo 150mg/mL de NaBH, (para a reducdo dos
monossacarideos a alditdis), num banho de gelo. Esta mistura vai a incubar durante 1 h a
30°C e é novamente arrefecida em gelo. Em seguida adicionam-se 50 uL de acido acético
glacial (para a eliminacdo do excesso de NaBH,;) com os tubos mergulhados em gelo.
Retiram-se 0.3 mL da solucdo do tubo e adicionam-se 3 ml de anidrido acético e 0.45 mL
de 1-metilimidazola para acetilacdo dos grupos alditol. A mistura € incubada a 30°C
durante 30 min e posteriormente arrefecida em gelo. Finalmente s&o adicionados 3 mL de
agua destilada (excesso de agua para destruir anidrido acético) e 2mL de diclorometano
(extraccdo dos acetatos de alditol). Coloca-se a mistura no agitador vortex (200 rpm, 30
segundos). A camada aquosa superior € aspirada e repete-se exactamente este
procedimento de lavagem, mais uma vez; repete-se novamente 0 mesmo procedimento,
mais duas vezes, apenas com 3 mL de agua destilada. Apds a remocdo da ultima camada
aquosa, o diclorometano é submetido a evaporacdo sob atmosfera de azoto e,
posteriormente adiciona-se 1mL de acetona (repetir adicdo e evaporacao de acetona).

A identificacdo e quantificacdo dos acUcares sdo realizadas por cromatografia gasosa na
coluna DB 225 (30m), temperatura do detector 250°C, temperatura do injector 225°C,
temperatura da coluna 220°C (Figura 2.8).

Figura 2. 8: Coluna GC-FID (DB 225, 30m).
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2.3.Caracterizacdo Quimica LP com lavagem de acido cloridrico

Para a lavagem acida das lamas primarias, prepara-se previamente uma solucdo de acido
cloridrico, de 5%, efectuando uma diluicdo a partir de uma solucdo de HCI comercial
(37%). Pesam-se 30,00+0,01g de lamas primérias tal-qual, para um erlenmeyer, por cada
1L de solucdo de HCI (5%), para que se verifique uma consisténcia de 3% de lamas.
Coloca-se o erlenmeyer com a amostra de lamas pesadas e o volume de solucdo HCI (5%)
numa placa de agitacdo (Figura 2.9), com o auxilio de um agitador magnético e a
temperatura ambiente, durante aproximadamente 24 horas. Findada a digestdo, procede-se
a lavagem do contetdo por filtracdo a vacuo. Transfere-se a amostra filtrada e lavada para
um tabuleiro, deixando-a secar por um ou dois dias (Figura 2.10).

Efectuaram-se as mesmas analises executadas na caracterizacdo anterior (seccoes 2.1. e
seguintes), com o mesmo alinhamento e metodologia, realizando todos os ensaios em
duplicado.

As lamas primarias com lavagem é&cida de HCI apresentam-se como a amostra em
estudo nos ensaios subsequentes (seccdes 2.6. e 2.7.), sendo designadas particularmente
por “lamas referéncia” ou “LP referéncia” (obtidas antes da extraccdo com acetona), por
oposigdo ao termo referente as “lamas extraidas™ ou “LP extraidas™ (obtidas ap0s extrac¢do

com acetona).

Figura 2. 9: Digestao das lamas primarias iniciais em solucéo de acido cloridrico (HCI 5%).
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Figura 2. 10: Lamas primarias de referéncia secas ao ar, apds lavagem com acido cloridrico (HCI 5%).

2.4. Determinacdo da recta de calibracédo da glucose pelo método DNS

A recta de calibracdo da glucose é obtida, recorrendo ao método de DNS (écido 3,5-
dinitrilossalicilico) para a determinacdo de agucares redutores. Com efeito, prepara-se uma
solucdo de glucose (1,0 mg/mL) e, a partir desta, preparam-se soluces-padrdo de
concentracdo variavel (0; 0,0125; 0,050; 0,075; 0,100; 0,125; 0,150; 0,200; 0,250 e 0,300
mg/mL). Retira-se 1,0 mL a cada padrdo para um tubo de ensaio, ao qual se adiciona 1 mL
de DNS e leva-se ao banho a 100°C, durante 5 minutos. Retira-se o tubo e arrefece-se num
banho de agua fria, adicionando posteriormente 10 mL de agua destilada. Agita-se bem o
conteddo no vortex (5000 rpm) e procede-se a leitura da absorvancia num
espectrofotometro visivel (Figura 2.11). A recta de calibracdo é entdo determinada,
realizando uma regresséo linear da absorvancia de todas as solu¢des-padrdo em funcgéo da
sua concentragdo.

Este método ¢ aplicado no decurso dos ensaios subsequentes (sec¢des 2.6. e 2.7.).
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Figura 2. 11: Espectrofotometro de absorcéo visivel, UVmini-1240, utilizado a 540nm, com percurso dptico de
1mm.

2.5. Preparacéo da solucéo de celulase

A enzima utilizada para a preparacdo desta solucdo, foi a celulase obtida através do
fungo Tricoderma virido, cujo nome comercial é endocelulase, com o nome de cdodigo EC
3.2.1.4 e cuja actividade enzimatica € de 4U/MQsypstrato-

Para cada hidrélise enzimatica pesam-se 40 mg de lamas primarias referéncia (base
seca) e, segundo Ferreira et al. 2010, sdo necessarias 1500 U por cada 1000 mg de
substrato (carga enzimatica) de celulase comercial. Assim, pesam-se 300 mg de celulase
comercial para um baldo volumétrico de 25 mL, perfazendo o restante volume com solucgéo

tampdo de acetato de sodio (0,05M, pH 5) e reserva-se no frigorifico.

2.6.Hidrolise Enzimatica de LP

Preparacao da amostra

Pesam-se 40 mg (peso seco) de LP referéncia para um copo e procede-se ao
intumescimento da amostra, adicionando 30 mL de solucdo-tampédo de acetato de sddio
(0,05 M), sob agitacdo constante numa placa, durante 24 horas. Submete-se a mistura a

filtracdo por vacuo e pesa-se novamente as lamas intumescidas.
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Hidrolise Enzimética

Coloca-se a amostra intumescida num tubo adequado ao reactor (Figura 2.12a), em
banho-maria previamente aquecido a 40°C. Adiciona-se 6,8 mL de solugdo-tampao
(previamente aquecida a 40°C), permanecendo a mistura sob agitacao constante.

Determina-se o ponto zero, retirando 0,2 mL da mistura reaccional para um eppendorf e
centrifugando a 5000 rpm durante um minuto (Figura 2.12b). Seguidamente, retira-se
0,1mL do sobrenadante do eppendorf para um tubo de ensaio, adicionando-se 1 mL da
solucdo de DNS e 0,9 mL de agua destilada. Leva-se o tubo a um banho termostéatico a
100°C, durante 5 minutos, deixa-se a arrefecer e depois adiciona-se 10 mL de agua
destilada. Submete-se a agitacdo no vortex até a mistura se apresentar com tom homogéneo
e, posteriormente, procede-se a leitura da absorvancia.

Apbs a leitura do ponto zero, adiciona-se 1,2 mL da solucdo de celulase a mistura
reaccional e, neste instante inicia-se a hidrolise enzimatica, sendo por isso necessario
auxiliar toda a etapa com recurso a um crondmetro. Procede-se de forma similar a citada
no paragrafo anterior, retirando aliquotas de 0,2 mL de mistura reaccional em intervalos de
tempo previamente definidos, sendo que cada intervalo é completado e devidamente
anotado aquando da adicdo da solucdo de DNS, seguida pelo banho termostéatico a 100 °C

(instante em que a hidrélise enzimética é interrompida).

Figura 2. 12: a) Montagem reaccional (esquerda); b) Centrifugadora Zentrifugen, modelo mickro 120 (direita).
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2.7.Hidrolise Enzimética de LP com Tratamento Hiperbarico

Os ensaios de pressurizagdo das lamas primérias foram executados no aparelho High-
pressure System U33, constituido por uma unidade principal moével e por um termostato de
circulacdo comercial. Os elementos de alta pressdo encontram-se a jusante da estrutura de
proteccdo de seguranga do equipamento. A amostra a processar encontra-se no vaso de alta
pressdo, preenchido com o liquido de pressurizacdo, formando um sistema de fecho em
rosca. Tanto a temperatura como a pressao sdo visualizadas no painel de controlo do
aparelho, que se situa a frente. Na Tabela 2.1 s@o apresentadas as principais caracteristicas

do equipamento.

Tabela 2.1: Caracteristicas do equipamento High-pressure System U33.

Intervalo de Presséo 0-700 MPa
Intervalo de Temperatura -20 a 100°C
Volume do vaso 100mL
Diametro do vaso 35mm
Dimensfes maximas do invélucro selado 0,34x98mm (90mL)
Liquido de Pressurizacdo Propilenoglicol : Agua (60:40)

Preparacgdo da amostra
Pesam-se 0,320mg de LP referéncia para um copo, submetendo-se ao
intumescimento com 30 mL de solu¢do-tampdo, sob agitacdo continua e durante 24 horas.
Transfere-se a totalidade do contetdo do copo para um recipiente de 32mL adequado a
pressurizacdo (HDPE), perfazendo o volume restante com a solugdo-tampdo. Desta forma,

assegura-se 1% (m/v) de consisténcia da mistura.

Tratamento a alta pressao
O referido recipiente foi introduzido num involucro devidamente selado a vacuo,
para minimizar o risco de ruptura durante a pressurizacao e, posteriormente, introduzido no
equipamento, iniciando-se o tratamento hiperbarico. Foram efectuadas diferentes
combinagOes de pressdo/tempo para diferentes amostras (LP referéncia e LP extraidas),

esquematizadas na Tabela 2.2.
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Tabela 2.2: Combinagdes de tratamento hiperbarico aplicadas em cada ensaio.

) Pressédo Exercida Tempo de
Amostra Ensaio L .
(MPa) Pressurizacgado (min)
1 400 15
Lamas referéncia 2 500 10
3 400 5+5+5 (ciclos)
Lamas extraidas 4 400 15

Hidrdlise Enzimaética
Filtra-se a vacuo o contetdo do frasco para um copo (previamente pesado) e pesa-
se as lamas intumescidas e pressurizadas. Retira-se uma porcdo equivalente a
aproximadamente 40mg em peso seco, repetindo-se o procedimento da hidrolise

enzimatica, acompanhado pelo método do DNS.

50



Capitulo 3 — Analise e Discussdo dos Resultados




Capitulo 3 — Analise e Discussédo dos Resultados

No presente capitulo apresentam-se os resultados obtidos do estudo realizado sobre a
caracterizacdo das lamas primarias, assim como sobre o desempenho de toda a
metodologia conduzida sob a hidrélise enzimatica e o processamento hiperbarico das
mesmas. Os resultados sdo acompanhados pela respectiva andlise e discussdo, sendo que
podem ser consultados todas as tabelas e célculos auxiliares e intermédios na seccao
Apéndices, que auxiliam a compreenséo dos dados. E importante salientar que, no decorrer
deste capitulo, nem todos os resultados obtidos podem ser comparados com dados da
literatura, atendendo a inexisténcia dos mesmos. Assim e sempre que pertinente, 0s
resultados serdo comparados com valores para pastas cruas de Eucalytpus globulus,

atendendo a sua similaridade.

3.1.Caracterizacdo Quimica das Lamas Primarias (LP)

Com a finalidade de conhecer a composicdo das lamas primarias, para uma acurada
compreensdo do estudo posterior, realizou-se uma caracterizagdo inicial da matéria-prima,

cujos parametros em analise sdo apresentados na Tabela 3.1.

Tabela 3.1: Resultados para a caracterizagdo quimica das lamas primérias iniciais.

Parametros a analisar LP inicial (%)
Teor de cinzas (a 525 °C) 45,3
Teor de matéria organica 54,7
Carbonatos 40,9
Extractaveis em acetona 0,66

Verifica-se que a matéria-prima inicial apresenta uma forte contribuicdo mineral,
traduzida pelo teor de cinzas, podendo ser considerada como impurezas a serem
removidas.

A forte presenca de carbonatos deve-se ao facto de ao tratamento de efluentes serem
admitidas muitas correntes liquidas, nomeadamente, do processo de caustificacdo e das

aguas brancas provenientes das maquinas de papel. Este elevado registo influencia o
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reduzido teor de extractaveis (0,66%), na medida em que os carbonatos (nomeadamente,
carbonato de célcio) dificultam a extraccdo dos mesmos e ndo sdo solubilizados pela
acetona. Também a forte presenca de sais nas fibras das lamas condiciona a determinacao
do teor de extractaveis, uma vez que complexam com o0s grupos carboxilicos, impedindo

gue os componentes sejam extraidos na forma de sal.

Efectuou-se uma nova caracterizacdo da matéria-prima, desta vez referente as lamas
primarias com lavagem prévia de acido sulfurico (4% m/m) para que sejam neutralizadas e,
posteriormente, outra caracterizacdo referente a lavagem com &cido cloridrico (5%m/m)
com 3% (m/v) de consisténcia de lamas. A razdo pela qual se decidiu utilizar o &cido
sulfurico (ao invés de outro), deve-se a sua abundancia na inddstria de pasta e papel e,
portanto, verifica-se uma maior facilidade na sua aquisi¢do e a custo reduzido. O custo
associado a aquisicdo do &cido cloridrico é mais elevado e este apresenta maior impacto na
corrosdo do material dos equipamentos.

Os parametros de interesse a analisar foram alargados e os respectivos resultados sdo

apresentados na Tabela 3.2.

Tabela 3.2: Resultados da caracterizagdo quimica das lamas primarias com lavagem acida de cido sulftrico e cloridrico.

Parametros a analisar (%) LP tratadas com LP tratadas com
H,SO, HCI
Teor de cinzas (a 525 °C) 55,5 1,7
Teor matéria organica 446 98,3
Carbonatos 0,98 0,40
Extractaveis em acetona 75 15
Lenhina InsolGvel 2,1 5,6
Lenhina SolGvel 0,24 0,25
Lenhina Total 2,3 59

A finalidade desta neutralizacdo das lamas com acido sulfdrico (4% m/m), reside no
facto de se fazerem reagir os carbonatos presentes na amostra inicial que, na presenca do

acido, convertem-se em sulfato de célcio (Equacdo 17).
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CaCO; + H,S0, — CaSO, + H,COs [17]

HzCO3 d COZ + H20

Desta forma, compreende-se a diminuicdo registada no teor de carbonatos para este
grupo amostral (0,98%), por comparacao ao teor obtido para a amostra inicial (40,9%). A
presenca de carbonatos nas lamas primérias influencia as etapas de caracterizacao
posteriores, sobretudo aquando das hidrélises &cidas sequenciais no ensaio de
determinacéo do teor de lenhina. Uma vez que, nesta etapa inicial se garante a reac¢édo dos
carbonatos na presenca do acido sulfdrico, rectifica-se a interferéncia que estes teriam, na
medida em que o &cido sulfirico responsavel pelas hidrélises no ensaio da lenhina reagiria
primeiramente com os carbonatos presentes, antes de ocorrer a deslenhificagdo. Assim, no
fim do periodo de tempo requerido para o ensaio, o processo de deslenhificacdo néo seria
completado. Ainda que, com a neutralizacdo das lamas iniciais o teor de carbonatos seja
corrigido, por outro lado estes passam a existir sob a forma de sulfato de célcio (Equacédo
17), conferindo um aumento no teor de matéria inorganica da amostra, que é confirmado
pelo aumento do teor de cinzas desta amostra, 55,5%, por oposi¢éo aos 45,3% inicialmente
registados pela amostra inicial. Esta constatacdo permite questionar a relevancia deste
passo, na medida em que um elevado teor em cinzas das LP, dificulta a acessibilidade da
enzima a celulose, comprometendo a hidrolise enzimatica e a quantificacdo de acuUcares
redutores, o que dificulta fortemente a sua valorizacdo econémica. Por outro lado, verifica-
se a eficiéncia da lavagem das LP com é&cido cloridrico na reducdo do teor de cinzas,
justificada pela diferenca registada nas LP iniciais (45,3%) por oposi¢do as LP lavadas
(1,7%).

A etapa de tratamento com acido cloridrico de 5% m/m (seccdo 2.3.) € realizada, para
que se promova uma melhor acessibilidade aos componentes fibrilares celulésicos. O &cido
cloridrico sendo um acido mais forte, garante a eliminacdo dos carbonatos presentes
(Equacdo 18), sob a forma de sal soluvel. Com efeito, verifica-se que o teor de carbonatos

é significativamente inferior (0,40%), assim como o teor de cinzas (1,7%).

CaCOs + 2HCl — CaCl, + CO, + H,0 [18]
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O aumento no teor de extractiveis registado tanto para as LP tratadas com &cido
cloridrico (1,5%) como para as tratadas com H,SO,4 (7,5%), face aos registados nas LP
inicial (0,66%), pode ser explicado pelo sucesso da remocgdo dos sais metalicos (seccdo
3.1.1) que antes se encontravam complexados com o0s grupos carboxilicos dos
extractaveis. Uma vez que os sais metalicos, nomeadamente os sais de calcio, foram
removidos, entdo ha maior probabilidade de isolamento dos componentes extractaveis,
para que se consigam extrair e aumentar o seu teor. A ampla diferenca registada no teor de
extractveis para ambas as amostras de LP (Tabela 3.2) ndo é, de todo, passivel de ser
concretamente justificada, uma vez que seriam necessarios mais testes, nomeadamente a
nivel microscépico. No entanto, é possivel inferir-se acerca da relacdo com o teor de cinzas
(Tabela 3.2), pelo que se admite que aquando da remocdo das cinzas na superficie das
fibras, os componentes extractdveis agregados em torno das cinzas sejam também
removidos com a lavagem.

O teor de lenhina total para ambas as amostras de LP é claramente dispar entre elas,
sendo que o valor registado para LP com H,SO, € o mais coerente com os valores
normalmente obtidos para pastas cruas de eucalipto (Pinto et al., 2005). Por observacédo da
Tabela 3.2., verifica-se que o teor de lenhina sollvel é semelhante entre ambas as amostras
e que a distincdo reside nos valores de lenhina residual (insolGvel). As lamas primérias, ao
resultarem do tratamento primario de efluentes liquidos, naturalmente acrescem o seu teor
de lenhina, sendo ligeiramente superior ao das pastas cruas (Sequeira, 2005). No entanto, o
elevado teor de lenhina residual das LP com HCI pode ser discutido atendendo a
proveniéncia diversificada das fibras que compdem as LP, admitindo-se a presenca de
fibras de pastas cruas mal cozidas (incozidos), aleatoriamente, em maior incidéncia nesta
amostra do que na referente as LP com H,SO,. A existéncia de um maior teor de lenhina
na superficie das fibras dificulta a reactividade da celulose e pode constituir um
impedimento a capacidade de digestdo enzimatica. Seria pertinente prosseguir, com base
nesta inferéncia, para um estudo com técnicas degradativas e ndo-degradativas (UV-VIS,

UV-IR, RMN), que permitisse a compreensdo do acréscimo de lenhina residual das lamas.
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3.1.1. Anélise de Metais

E importante determinar o conteido dos catides metalicos, para prever uma possivel
eliminacdo com tratamentos adequados, quando necessario, auxiliando na diminuigdo da
toxicidade do subproduto. A lavagem acida das LP permite a reducdo dos catides
metalicos, ndo afectando significativamente as propriedades das fibras. Os resultados para
a presenca de metais nas amostras inicial, com lavagem de éacido sulfarico (4% m/m) e

com lavagem de &cido cloridrico (5% m/m), sdo apresentados na Tabela 3.3.

Tabela 3.3: Presenca de catides metalicos nas amostras de lamas primdrias inicial e com lavagem &cida de acido

sulfarico e cloridrico.

Metais (%total) Na Mg K Ca Mn Fe
LP inicial 24 04 0,09 67,2 0,08 0,2
LP H,SO, 0,3 0,05 - 58,8 0,004 0,1
LP HCI - 0,07 - 0,6 - 0,2

Verifica-se que, no geral, a lavagem com acido cloridrico exibe maior éxito na reducao
e remocdo dos catiGes metalicos, do que a lavagem com acido sulfdrico. A presenca do
calcio diminui ligeiramente com a lavagem de H,SQO,, todavia ndo é significativo pois o
mesmo deixa de estar na forma de carbonato e transforma-se em sulfato de célcio. A
lavagem com HCI revela-se muito mais preponderante na reducdo da presenca de calcio
para niveis muito minorados. Regista-se uma ligeira diferenca na reducdo da presenca do
magnésio e do ferro nos dois tipos de lavagem &cida, que pode dever-se a contaminacfes
no desenrolar da analise. Na determinacdo da presenca do sddio, potassio € manganésio,

ambas as lavagens demonstram eficacia na reducdo e remoc¢do dos mesmos.
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3.1.2. Caracterizagdo e Quantificacdo dos Acucares Neutros

Durante a lavagem &cida das lamas primarias, ocorre o fraccionamento parcial das
cadeias dos polissacarideos.

E de reforcar a importancia na determinacio do teor de hemiceluloses, uma vez que sdo
fonte de grupos carboxilo. A presenca de grupos carboxilo promove uma aproximacgao dos
catides metalicos que, atendendo a sua densidade de carga, tém a capacidade de atrair a
agua, envolvendo as fibrilas e diminuindo a agregacao fibrilar. Assim, quando as fibras das
lamas sdo intumescidas, regista-se um aumento do espaco interfibrilar.

As hemiceluloses ao precipitarem nas lamas, sdo removidas aquando da lavagem, em
particular grande parte das xilanas, glucomananas, glucanas e substancias pécticas, pelo
que o teor de celulose é realcado.

Tabela 3.4: Presenca de agUcares neutros (%m/m) nas amostras de lamas primarias com lavagem éacida de acido sulftrico

e cloridrico.

Monossacarideos (%) Rha  Fuc Rib Ara Xyl Man Gal Glu
LP H,SO, 4,2 2,8 0,1 3,9 11,5 6,9 2,9 67,7
LP HCI 0,2 0,1 0,1 0,2 59 1,1 0,1 92,3

Por observacdo da Tabela 3.4, verifica-se que o maior teor de agUcar é atribuido a
glucose, em ambas as amostras, 0 que sugere a maior abundancia de celulose nas LP. O
teor de xilose € apresentado como o segundo aclcar em maior incidéncia em ambas as
amostras, demonstrando que as hemiceluloses das LP sdo dominantemente Xxilanas
(glucuronoxilanas). A contribuicdo relevante de manose nas LP lavadas com H;SO4
indicia a presenca de glucomanas. As pequenas contribuicdes de ramnose, arabinose e
galactose sugerem a presenca de pectinas.

E possivel apurar que, comparando ambas as lavagens, as LP HCI apresentam uma
remocdo mais acentuada de hemiceluloses no geral e, em particular, de xilanas
(glucuronoxilanas). Esta eliminagdo implica um aumento da agregacé&o fibrilar, afectando a
acessibilidade as fibras (Rebuzzi e Evtuguin, 2006). N&o obstante desta limitacdo, a
lavagem &cida das lamas primérias é imperativa para a remogéo, tanto quanto possivel, das

cinzas e carbonatos, sendo que a lavagem com acido cloridrico revelou os melhores
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resultados (sec¢do 3.1). Com efeito, nesta anélise as LP com lavagem de HCI demonstram
melhores resultados, na medida em que foi possivel alcancar uma maior proporcao de

glucose face aos restantes monossacarideos.

3.2. Hidrodlise Enzimatica das Lamas Primarias

Com o intuito de sacarificar as lamas, residuo rico em fibras celulosicas, para producgéo
de produtos de valor acrescentado, procede-se a hidrdlise enzimatica com celulase,
conforme descrito na seccdo 2.6. O efeito da digestdo enzimatica nas fibras celulésicas é
avaliado de acordo com a formacdo de aclcares redutores. Nos ensaios subsequentes, a
amostra “LP referéncia” corresponde as lamas primarias lavadas com acido cloridrico, uma
vez que obtiveram resultados melhores e mais coerentes na caracterizacdo quimica
(seccbes 3.1, 3.1.1e 3.1.2).

Os resultados da hidrélise enzimatica das LP referéncia, antes e ap6s extrac¢do com

acetona, estdo ilustrados na Figura 3.1.
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Figura 3.1: Formacéo de agUcares redutores (AR) ao longo do tempo de reac¢do enzimatica, para as LP referéncia e LP

referéncia apos extrac¢do com acetona.

Observa-se, claramente, uma notoria diferenca no comportamento de ambas as

amostras. As LP referéncia apresentam uma curva melhor definida, sugerindo uma
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estabilizagdo num patamar, a partir dos 150 minutos de reac¢do, com uma quantidade de
acucares redutores formados aproximadamente o dobro dos registados para a curva das LP
extraidas. Verifica-se assim, que os resultados para as lamas primarias sem extraccdo com

acetona, sdo mais promissores.

A razdo pela qual é pertinente averiguar o desempenho da hidrolise enzimética das LP
extraidas, reside na interac¢do da acetona com a dgua. A extrac¢do com acetona promove a
remocdo de extractdveis e outros componentes residuais da superficie das fibras,
libertando-a e permitindo um melhor acesso da &gua e da enzima. No espaco interfibrilar
existe sempre uma quantidade minima de &gua que, em contacto com a acetona aquando da
extraccao e atendendo aos fendmenos de polaridade, vai ser arrastada e as fibras adjacentes
aglutinam-se, ocupando o espaco que antes existia entre elas. Naturalmente, o transporte
enzimatico a superficie e no interior da fibra sera fortemente dificultada.

A referida agregacdo fibrilar pode ser, presumivelmente, atribuida a um conjunto de
fendmenos fisico-quimicos, que podem ter ocorrido aquando da extraccdo das lamas com
acetona e a da sua secagem ao ar, designados por hornificacdo. Este fendmeno, que esta
associado ao rearranjo das fibrilas de celulose e dos agregados interfibrilares, leva ao
endurecimento da fibra e ao colapso da sua superficie, bem como a contrac¢do do seu
tamanho (Rebuzzi e Evtuguin, 2006). Com o intuito de suprir esta contrariedade, foram
desenvolvidos estudos que revelaram que a presenca de glucuronoxilanas impede
fisicamente a forte agregacdo das fibrilas adjacentes, durante a secagem, aumentando a
acessibilidade as mesmas e diminuindo o efeito causado pela hornificagdo (Rebuzzi e
Evtuguin, 2006). A partir da analise de acUcares neutros (seccao 3.1.2), verificou-se que as
hemiceluloses predominantes nas LP referéncia sdo as xilanas, portanto as
glucuronoxilanas. Como tal, é pertinente depreender que o efeito causado pela hornificacdo
nas LP referéncia apds extraccdo com acetona, poderia ser mais proeminente do que o

demonstrado.
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3.2.1. Efeito do Tratamento Hiperbarico nas LP antes e ap6s extrac¢do com

acetona

A pressurizacdo da amostra de LP apds extrac¢cdo foi aplicada com a finalidade de
forcar a abertura de espacos interfibrilares, para que a celulase consiga penetrar na parede
celular e desempenhe a sua accao hidrolitica na degradacdo da celulose. Na Figura 3.2
demonstra-se o resultado para a pressurizagdo a 400MPa, durante 15 minutos, das LP
extraidas por comparacdo & amostra analoga sem tratamento hiperbérico e a amostra de LP
referéncia. As condicdes de pressurizacdo foram escolhidas, atendendo aos melhores
resultados obtidos pela literatura de estudos anteriores (Ferreira et al., 2011), para

hidrélises enzimética de pasta branca.
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== P referéncia LP apds extracgdo ==fr= P apds extrac¢do e 400MPa 15min

Figura 3.2: Formagcao de aglcares redutores (AR) ao longo do tempo de reac¢do enzimatica, para as LP referéncia, LP

apos extracgdo com acetona e LP extraidas com processamento a alta pressdo (400 MPa, 15 min).

E possivel corroborar a ac¢do do tratamento hiperbarico, na medida em que se verifica
uma melhoria significativa no comportamento da reaccdo enzimatica, pelo aumento da
quantidade de acucares redutores formados ao longo do tempo de reaccdo. As fibras das
LP extraidas com acetona demonstram assim que, com a pressurizacdo as suas
microfibrilas (MF) afastam-se ligeiramente por estarem hidratadas, permitindo a passagem

de &gua e enzima. No entanto, este resultado positivo ndo é suficiente para suprir
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completamente o efeito imprimido pelo fendmeno de hornificacdo, atendendo a

similaridade obtida para as curvas referéncia e com alta presséo.

Com o intuito de se avaliar a evolucdo na velocidade da hidrélise enzimatica ao longo
do tempo de reaccdo, as curvas integrais dos resultados obtidos (Figura 3.2) foram

analisadas em termos diferenciais e encontram-se ilustradas na Figura 3.3.
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Figura 3.3: Representacdo diferencial da formacao de agUcares redutores (AR) ao longo do tempo de reac¢do enzimatica,
para as LP referéncia, LP extraidas e e LP extraidas com processamento a alta presséo (400 MPa, 15 min).

E possivel observar a existéncia de um maximo na curva diferencial para cada amostra,
aproximadamente durante os primeiros 5 minutos de reaccdo. O registo deste pico nos
instantes iniciais é indicativo da maior acessibilidade a superficie da fibra por parte da
enzima, sendo que a amostra LP referéncia demonstra uma maior velocidade de reacgéo
inicial, comparativamente as restantes duas amostras. Nos instantes seguintes a quantidade
de acucares redutores formados por intervalo de tempo cai abruptamente, indicando uma
reducdo acentuada na velocidade de reacgédo, pois diminui a acessibilidade para o interior

da fibra, entre a parede celular primaria e a secundaria.
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3.3. Influéncia do Tratamento Hiperbarico na Hidroélise Enzimatica nas

LP referéncia

De forma anéloga & execucdo desempenhada na sec¢do anterior (3.2.), procedeu-se a
submissdo das amostras de LP referéncia ao pré-tratamento hiperbarico, segundo o0s
seguintes conjuntos de condicBes operatorias:

= Amostra LP, 400 MPa, 15 minutos
= Amostra LP, 500 MPa, 10 minutos
= Amostra LP, 400 MPa, 5+5+5 minutos (por ciclos)

As condicdes do primeiro ensaio (400 MPa, 15 minutos) foram escolhidas como ponto
de partida, atendendo ao éxito dos resultados demonstrados anteriormente. A escolha das
condicGes operatorias dos ensaios seguintes surgiu como uma proposta, com o objectivo de
se optimizarem os resultados. O tratamento de LP sujeitas a aplicacdo de 400 MPa durante
ciclos de 5 minutos, propde a pressurizacdo da amostra durante 5 minutos, seguida de uma
queda de pressdo (descompressao) até atingir a pressao inicial, permanecendo assim por 4
segundos e voltando novamente a submeter a amostra a 400 MPa. Portanto, sdo ciclos
combinados de pressurizacao alternados com queda de presséo.

Os resultados dos trés ensaios experimentais e da curva de referéncia sem tratamento
hiperbarico encontram-se ilustrados na Figura 3.4.
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Figura 3.4: Formacéo de agUcares redutores (AR) ao longo do tempo de reac¢do enzimatica, para as LP referéncia e LP

referéncia com processamento por alta pressdo (400 MPa, 15 min; 500 MPa, 10 min; 400 MPa, 5+5+5 min).
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Através da Figura 3.4 verifica-se que todos 0s ensaios com alta pressdo representam
uma melhoria geral no desempenho da hidrélise enzimatica e na quantificacdo de agUcares
redutores, comparativamente aos dados da curva de referéncia de LP sem tratamento
hiperbarico. E possivel inferir que as fibras rearranjam-se e as MF abrem espacos entre si,
permitindo melhor acessibilidade. Regista-se um acréscimo de degradacdo da celulose
durante a reaccdo enzimatica, que culmina ao atingir um patamar constante,
aproximadamente aos 200 minutos. Efectivamente, esta acessibilidade assume maior
relevancia no inicio da hidrolise, assinalando uma maior quantidade de agucares redutores
formados para os primeiros 100 minutos, e torna-se menos significativa & medida que a

hidrolise se desenrola nos 100 minutos seguintes.

Anélise de LP, 400 MPa, 15 minutos

Claramente, os resultados obtidos para o ensaio a 400 MPa e 15 min evidenciam uma
maior evolucdo e sugerem um consideravel aumento na quantidade de acUcares redutores
formados. De facto, aplicacdo do processamento hiperbarico com as referidas condi¢des de
operacéo favorece de tal modo o intumescimento e reorganizacdo das fibrilas nas fibras das
lamas. Assim, parte das suas fibrilas afastam-se e dispersam-se parcialmente, atingindo um
maior estado de hidratacdo. Todos estes fendmenos contribuem eficazmente para a
disponibilizacdo do espaco intrafibrilar e, consequentemente, para a maior acessibilidade
da accdo enzimatica da celulase sobre as ligagdes glicosidicas da celulose, que outrora se

encontravam impedidas.

Andlise de LP, 500 MPa, 10 minutos

Relativamente ao ensaio a 500 MPa e 10 min, observa-se uma melhoria face aos dados
de referéncia, apresentando uma evolucdo constante na formacéo de agucares. No entanto,
guando comparado com o ensaio anteriormente discutido, ambos sugerem um progresso
equiparado até aproximadamente 100 minutos de reaccdo e depois diferenciam-se
significativamente. Deste modo, revela-se que 0 presente ensaio ndo constitui uma

vantagem face ao anterior. Esta constatacdo pode ser atribuida ao facto de que, ao
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submeterem-se as fibras a alta pressdo, as MF que se encontram agregadas entre si na
parede celular, afastam-se o suficiente para permitirem o acesso de 4gua e de enzima. Dado
que as fibrilas elementares (EF) permanecem agregadas no interior das MF, ao elevar ainda
mais a pressdo (neste caso para 500 MPa), as MF desintegram-se parcialmente e
promovem a dispersdo das EF pela matriz fibrilar (na parede secundaria), permitindo que
estas sofram hidratacdo e se expandam. Deste modo, a éarea superficial sofre um aumento,
porém a area intersticial é diminuida, sendo a que representa a area livre para a passagem
da &gua e da enzima.

Pressupdem-se assim que, as fibras das lamas primérias respondem favoravelmente a
introducdo da alta pressdo, mas nem sempre um maior acréscimo na pressdo de

processamento implica um progresso.

Uma possibilidade para contornar este impedimento seria prosseguir para um estudo
alusivo a refinacao de fibras. Com este estudo, presumir-se-ia que com a refinacéo a parede
primaria das fibras poderia ceder e, recorrendo ao processamento hiperbarico, provocar-se-
ia a expansdo das MF sem se desintegrarem, obtendo-se melhores resultados até mesmo a

500 MPa (pois deixaria de haver uma barreira a comprimir).

Anélise de LP, 400 MPa, 5+5+5 minutos

A implementacdo do ensaio a 400 MPa em ciclos de 5 minutos, deliberadamente incidiu
sobre a tentativa de optimizar os resultados obtidos para o melhor ensaio realizado (400
MPa a 15 minutos). Dado que, a elevada quantidade de agUcares redutores formados para
esta amostra processada por alta pressao ao longo da reacc¢do enzimatica, € indicativo do
acesso facilitado da celulase para que possa provocar a clivagem das ligacdes glicosidicas
da celulose. Portanto, admitir-se-ia que manipulando a presséo ao se introduzir ciclos de 5
minutos, modificar-se-iam as propriedades das fibras de celulose duma forma néo
degradativa. Ao se aplicar 400 MPa durante os primeiros 5 minutos, as fibras reorganizam-
se e as MF alastram-se. Seguidamente, permite-se a queda de pressdo até atingir a pressao
atmosférica e, apds uma pausa de 4 segundos, aplica-se novamente 400 MPa, promovendo
novamente o afastamento das MF. Contudo, comprova-se que o intervalo de ciclo

escolhido pode ser ainda muito reduzindo, ndo sendo suficiente para que as MF de afastem
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0 necessario (e admitindo que ndo regridem a posicdo espacial inicial), para que o acesso
da agua e da celulase seja facilitado ao ponto de hidrolisar completamente. Nao obstante
das constatacbes obtidas, seria de enorme interesse proceder a analises ao nivel de
RAMAN ou difraccdo por RX, para uma acurada interpretacdo dos resultados e

formulacéo de conclusdes.

Por observacdo da Figura 3.4, ndo é possivel validar de forma irrefutavel este estudo,
dado que ndo se registam progressos acentuados na sua totalidade. Verifica-se que se
consegue uma ligeira facilidade no acesso inicial da celulase a superficie da fibra,
atendendo aos valores registados para os primeiros 100 minutos, por comparagdo com 0s
dados da curva referéncia sem processamento hiperbarico. No entanto, esse acesso ndo é
tdo proeminente para que se considere uma vantagem face aos dados de referéncia,

confirmando-se pelos valores registados nos 100 minutos seguintes.

Todavia, este avanco nas condicBes operatdrias deste ensaio, representa sempre um
enorme préstimo para este estudo, onde existe todo um leque de opg¢des viaveis passiveis
de exploracdo. Propdem-se para futuros estudos e trabalhos, aumentar os intervalos de cada
ciclo de pressdo, bem como manipular a temperatura de pressurizagdo de forma combinada
e/ou isolada; também a introducdo de processamento mecanico podera forcar uma maior
abertura interfibrilar e, seguidamente, aplicar o processamento por alta pressdo com ciclos.
Outra hipotese poderia ser a accdo combinada de celulase e hemicelulase durante a
hidrélise enzimatica de LP referéncia, com o intuito de se destruir completamente a parede
primaria (P1); interromper-se-ia entdo a reaccdo com um aumento da temperatura e
submeter-se-ia a amostra ao tratamento hiperbarico, analisando por fim o efeito causado na

quantidade de acgucares redutores formados.

3.3.1. Andlise das curvas diferenciais de hidrélise enziméatica

Na Figura 3.5 encontram-se os resultados das curvas diferenciais dos trés ensaios
realizados com pressurizacdo e a curva referéncia, na qual se apresenta a variacdo da
quantidade de acucares redutores formados (AAR) por cada intervalo de tempo (At), ao

longo da hidrolise enzimatica.
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Figura 3.5: Representacéo diferencial da formagao de agucares redutores ao longo do tempo de reaccéo enzimética, para
as LP referéncia e LP referéncia com processamento por alta pressdo (400 MPa, 15 min; 500 MPa, 10 min; 400 MPa,
5+5+5 min).

Verifica-se que nos primeiros instantes hd uma maior acessibilidade a celulose,
traduzida pela elevada velocidade inicial de reacgédo; as fibrilas encontram-se mais
afastadas entre si, permitindo o acesso da enzima e, ap6s a sua accdo hidrolitica, o
consequente aumento da formacéo de AR. Ha maior formacdo de AR nos instantes iniciais,
sugerindo um maior e veemente acesso enzimatico na superficie da fibra. A medida que
decorre o tempo de hidrdlise, ocorre uma diminuicdo da quantidade de AR formada, porém

continua, indicativo de impedimentos a penetracdo enzimatica no interior da fibra.

Com 500 MPa, consegue-se uma maior velocidade inicial, o que permite inferir acerca
de um acesso mais facilitado a superficie da fibra, bem como da abertura da parede celular
e rearranjo das MF, quantificando uma maior propor¢do de AR formados do que a 400
MPa. No periodo de tempo seguinte (dos 20 aos 70 min, aproximadamente), ambas as
curvas se comportam de forma muito semelhante. A partir deste instante, o resultado para
400 MPa é claramente melhor do que a 500 MPa, mantendo-se mais acima, sugerindo uma
maior formagdo de AR. Desta forma, confirma-se a teoria de que, com um acréscimo de

pressdo ha um melhor rearranjo das MF permitindo o acesso da enzima nos primeiros
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intervalos de tempo; com a continuagdo da alta pressurizacdo, as MF hidratam-se e dilatam
de tamanho, estreitando o espaco intermicrofibrilar, expandindo as EF que se reorganizam:
admite-se assim um aumento da area superficial, atendendo as reduzidas dimensdes das
EF, e uma diminuicdo do espaco livre para a penetracdo da enzima. Deste modo, confirma-

se que as condi¢des mais adequadas séo a 400 MPa durante 15min.

Relativamente aos dados ilustrados na Figura 3.5, referente ao ensaio da pressurizacao a
400 MPa durante ciclos de 5min, verifica-se um atraso na velocidade inicial de reacc¢éo,
permitindo inferir acerca de um impedimento na penetracdo da enzima na superficie da
fibra. Nos instantes seguintes, ha um aumento na velocidade (um pequeno pico),
traduzindo-se numa maior formacao de AR. Este atraso no maximo da curva de velocidade
inicial sugere que o transporte enzimatico desenrola-se a um nivel mais interior, entre a
parede priméria e secundaria da fibra, contrastando com os restantes resultados que
sugerem a difusdo enzimatica a superficie. Seguidamente, ocorre um declinio, indicativo
da diminuicdo da gquantidade de AR formada. De uma forma geral, conclui-se que com
pressurizacdo por ciclos de 5 minutos, ndo se consegue um melhor acesso na superficie da
fibra, havendo menor formagdo de AR, o que ndo constitui uma vantagem perante oS
outros dois ensaios. O porqué desta constatacdo ainda permanece desconhecido e prop0e-
se como alvo de estudos futuros. Com estas condic¢Ges, admite-se um melhor rearranjo das
fibrilas, tornando o seu empacotamento mais coeso e ordenado, pelo que se promove o
impedimento da enzima ou de agua. Com efeito, para o objectivo do estudo desta
dissertacdo que se desenrola sobre a avaliacdo do efeito hiperbarico no melhoramento do
acesso enzimatico aos dominios fibrilares das LP, este resultado ndo se revela uma
vantagem. Porém, estas condicdes de operacdo podem presumivelmente resultar para outra
finalidade. Por exemplo, quando se pretender um melhor empacotamento que impeca 0
acesso enzimatico ou de outra natureza. E uma revelacdo interessante que permite inferir

acerca de desenvolvimentos futuros na area em questao.
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3.3.2. Efeito hiperbarico no melhoramento da sacarificacédo das LP referéncia

Por anélise da discussdo dos resultados no presente capitulo, verifica-se que os dados
obtidos para o ensaio das LP referéncia a 400 MPa e 15 min, Sd0 0S mais promissores,
atendendo ao acréscimo da quantidade de acUcares redutores formados ao longo do tempo
de reaccdo. De tal modo que, € pertinente quantificar esse grau de melhoria para uma
acurada interpretacdo dos dados e de toda a ténica associada a implementagdo de um pré-
tratamento por alta pressao.

LP 400MPa 15min

LP Referéncia

Quantidade de aglicares formados

0 5 20 40 80 120 160 180 200
Tempo (min)

Figura 3.6: Diferenca na quantidade de agucares redutores (AR) formados ao longo do tempo de reaccéo, entre LP

referéncia e LP apds processamento a 400 MPa durante 15 minutos

Na Figura 3.6 estdo representadas as curvas obtidas para as hidrolises das LP referéncia,
com e sem tratamento hiperbarico (seccdo 3.3). Conforme foi analisado e discutido
anteriormente, a curva superior traduz a maior formacdo de agucares redutores face aos
dados referéncia (curva inferior). Os dados ilustrados acima representam uma dependéncia
integral, portanto, a &rea existente entre ambas as curvas corresponde & melhoria imprimida
pelo tratamento hiperbarico no desempenho enzimatico sobre as lamas primarias. Assim,

escolhendo os dois pontos de ambas as curvas que traduzem a maior diferenca,

135,3-94,7

e X 100% =42,9% [19]
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comprova-se que é possivel alcangar um acréscimo da quantidade de agUcares redutores

formados de cerca de 43%, para as referidas condi¢Ges operatorias.

Da mesma forma, é possivel comparar as velocidades iniciais de ambas as curvas e
inferir acerca do aumento da mesma com 0 processamento por alta pressdo. Assim e
através da esquematizacdo dos vectores vy, € vy, ilustrados na Figura 3.6,

5,8—4,7

2027701 % 100% = = X 100% = 24% [20]

Vo2

demonstra-se que é possivel alcancar um aumento de cerca de 25% na velocidade inicial de
reaccdo da hidrolise enzimatica das referidas amostras de LP, recorrendo a um tratamento

hiperbarico prévio.

E de extrema relevancia efectuar um paralelismo acerca dos patamares atingidos pelas
referidas amostras (Figura 3.6), com resultados obtidos na literatura (Ferreira et al. 2011)
para pastas kraft branqueadas também de Eucalyptus globulus, com as mesmas condi¢fes
operatorias (tanto na pressurizacdo prévia, como na hidrdlise enzimatica). Verifica-se que,
as amostras referéncia e com processamento a 400 MPa durante 15 min de pastas kraft
branqueadas, conseguem suplantar os resultados finais obtidos nesta dissertacdo em
aproximadamente 50%, tanto nos instantes iniciais de reaccdo como no fim (Ferreira et al.
2011). Esta evidéncia assume um maior interesse, na medida em que a matéria-prima de
ambos os estudos provém da fabrica integrada da Portucel de Setubal. A diferenca
registada na ordem dos 50% é naturalmente entendida, atendendo ao facto de que as lamas
primarias, originarias dos efluentes residuais primarios das varias etapas do processo de

pasta, apresentam um teor de lenhina superior ao das pastas branqueadas.
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Conclusao

Esta dissertacdo desenvolveu-se sobre uma estratégia definida pela introducédo de um
tratamento a alta pressdo, assim como pelo respectivo efeito provocado na hidrolise
enzimatica de lamas primarias de Eucalyptus globulus, concluindo que é bastante eficiente
na melhoria da quantificacdo de acucares redutores formados.

Atraveés da caracterizagcdo quimica da matéria-prima inicial, 0 maior inconveniente para
a viabilidade da sacarificacdo de lamas primarias, € o elevado teor de cinzas (~45%),
incluindo o teor de carbonatos (~41%); através da mesma analise, obteve-se ~0,7% para o
teor de extractaveis, em acetona. A pré-lavagem com &cido cloridrico foi capaz de suprir
esta limitacdo, contrariamente a pré-lavagem com &cido sulfurico, remetendo para niveis
minimos os teores de cinza (~2%) e carbonatos (0,4%). O teor de extractaveis das LP
lavadas com H,SO, (~8%) foi inesperadamente superior ao registado para LP com HCI
(~2%). O teor de lenhina residual de ambas as amostras é bastante dispar, em que 0s ~2%
de LP tratadas com H,SO,4 contrastam com os ~6% registados para LP tratadas com HCI.

Na remocdo dos catides metalicos, em particular no decréscimo da presenca de célcio,
as lamas tratadas com acido cloridrico também evidenciaram os melhores resultados, bem
como na quantificacdo de aclcares neutros, obtendo-se uma maior proporcdo de glucose
face aos restantes monossacarideos.

A hidrolise enzimatica de lamas primarias, obtidas apds extraccdo com acetona, revelou
que estas ndo constituem uma vantagem para 0 acréscimo da quantidade de agUcares
redutores, por comparagdo com as lamas primarias antes da extrac¢cdo (lamas referéncia),
registando-se fendmenos impeditivos, nomeadamente a hornificacao.

A aplicacdo do tratamento hiperbarico nas lamas referéncia manifestou um claro
impacto positivo, no aumento da quantidade de agUcares redutores, bem como na
velocidade inicial de reaccdo. As condicdes operatdrias referentes ao conjunto 400 MPa /
15 min demonstraram os resultados mais promissores e com maior nivel de significancia,
na medida em que adoptando esta estratégia, € possivel alcancar um acréscimo de cerca de
43% na quantidade de agucares redutores e de 25% no aumento da velocidade de reaccéo.
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Anexo A — Exemplos de Calculo

A.1 Determinacdo de massa de amostra em base seca necessaria nas pesagens

MassQgye se pretende pesar — MASSAem pase seca
W= quesep L X 100%

massQgye se pretende pesar

_ MAaSSQem pase seca
massQgye se pretende pesar = w

1-100

Assim, determina-se a massa de amostra necessaria a um dado ensaio (contabilizando a

humidade presente na mesma), que corresponde ao valor em base seca.

A.2 Calculo da percentagem de carbonatos na caracterizacdo inicial das lamas

primarias

massdcoz tivertado na calcinagio = MmassSQcinzas,525°c — MASSAcinzas,900°C

Atendendo a estequiometria,

massQcoz tivertado na calcinacgdo X100
44,01

massacqcos(g) =

massa
%Carbonatos = cacos X 100

massarp em base seca

A.3 Determinacdo da concentracdo dos catiGes metalicos

[Metal]tq;—quar X Factor Diluigao

[Metal](mg/mL) =
(mg/mL) Massayp pase seca
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A.4 Preparacao da solucdo-tampdao de acetato de sddio (0,05M e pH=5)

Primeiramente, € necessario determinarem-se as concentrag¢des do &cido acético e do acetato de

sodio a preparar. Assim, através da equacao de Henderson-Hasselbach

[47] A 1)
pH = pKa + log (HA] & 5=14,745 + logﬁ o 0,255 = log [[HA]] ©
[HA] + [A"] = 0,05 M B -

2-
A4 = 10925 [HA] = 0,0178 M de 4cido acético

< [HA] _ < [A7] = 0,0320 M de acetato de sbdio
[HA] + 1,799 [A"] = 0,05 M

CiVi=CfVf & 0,05 xVi=0,0178 x 1000 & Vi =356 mL a retirar, de acido

aceético.

CiVi=CfVf & 0,05 xVi=0,0320 x 1000 & Vi = 640 mL a retirar, de acetato

de sédio.

Adicionam-se 356 mL de &cido acético aos 640 mL de acetato de sédio. Se necessario,

adicionar gotas de acido acético concentrado para ajustar o pH.

Solucdo de acido acético (0,05 M)

p = 1,05"79 = 10502 M(CH3COOH) = 60,05 g/mol

Tem-se 60,05g por cada mole de &cido acético, pelo que em 1050g tem-se 17,4854 mol por cada
litro de solucgdo.
CiVi=CfVf & 17,4854 xVi=0,05% 500 < Vi = 1,4298 mL a pipetar para um bal&o

de 500 mL.
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Solucdo de acetato de sédio (0,05 M)

M(CH3COONa) = 82,03 g/mol
C=2 ©005M= = & n=005mol
= V , = 1L n=yu, mo

m=n XM & m=4,1015 g de acetato de sddio a dissolver em 1000 mL de &gua.

A.5 Determinacdo da quantidade molar de agUcares formados (glucose) ao longo

do tempo de reaccao enzimatica

Através da equagdo da recta de calibracdo da glucose, obtém-se a concentragdo de glucose de

cada medig&o no painel amostral, correspondente a cada valor de absorvancia,

Abs—-b
m

[Glucose] (mg/mL) = x Factor Dilui¢do

[Glucose] X Vtotal de solugdo no reactor
Mglucose X Factor Conversao

n® molesgycose (HMOI) =

A.6 Determinacdo da melhoria da velocidade inicial de reaccdo, entre os

ensaios de LP referéncia e LP processadas a 400 MPa, 15min

A determinacdo destes vectores de velocidade inicial de reac¢do deriva da consulta da Figura
3.6.

AAR  23,3-0
At~ 5-0

o, = DR _ 290-0 _
027 At T 5-0

58

Vo2 —V 5,8—4,7
2027 701 100% =
Vo2 4,7

X 100% = 24%
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Anexo B — Tabelas Auxiliares

Nesta seccdo apresentam-se os dados finais relevantes para o tratamento dos resultados obtidos.

= Caracterizagdo Quimica das Lamas Primarias

Tabela B.1: Massas necessarias a determinacdo do teor de humidade das lamas iniciais e tratadas com H,SO, e HCI,

antes e apds extracgdo com acetona.

Amostra / Massa (g) mcopos mep pesada myp pesada apés 105°C
48,4955 10,0472 45772
LP inicial
44,8875 10,1549 4,7431
37,2641 10,0114 6,8273
LP H,SO,
28,9214 10,0053 6,7904
19,1704 5,0044 4,2363
LP H,SO ap6s extraccdo
19,0746 5,035 4,2716
32,6388 5,0075 3,4466
LP HCI
32,1720 5,0042 3,5100
32,6497 2,0010 1,8520
LP HCI apds extracgdo
32,6416 2,0160 1,8774

Tabela B.2: Massas necessarias a determinagdo do teor de cinzas e carbonatos, a 525°C e a 900°C das lamas iniciais e
tratadas com H,SO, e HCI.

AmOStra/Massa(g) Mcadinho myp pesada (b.s) M p+cadinhos2s°C Meinzas 525°C Mcinzas 900°C Mcarbonatos
LP inicial 45,7182 6,9301 55,2375 3,1349 1,8869 2,8357
Inicial
52,0373 7,0493 55,2375 3,2002 1,9312 2,8834
54,0365 6,4103 57,5939 3,5574 3,5289 0,06476
LP H,SO,
57,4056 6,8155 61,1769 3,7713 3,7427 0,06499
LP HCl 45,7233 3,4791 45,7790 0,0557 0,0499 0,01318
52,0403 3,4806 52,1007 0,0604 0,0541 0,01432

Tabela B.3: Massas necessarias a determinacdo do teor de extractaveis das lamas iniciais e tratadas com H,SO, e HCI.

Amostra / Massa (g) Mpalzo myp pesada (b.s) Mpalzo+ex Mextractaveis
52,1168 10,0193 52,1886 0,0718
LP inicial
60,0579 10,0377 60,1183 0,0604
52,1178 10,0189 52,9468 0,8290
LP H,SO,
58,3862 10,0016 59,0500 0,6638
56,8632 4,8650 56,9402 0,0770
LP HCI
62,4182 6,4129 62,5042 0,0860
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Tabela B.4: Massas necessarias a determinacéo do teor de lenhina insoltvel (residual) das lamas tratadas com H,SO, e

HCI.
Amostra /Massa(g) Mecadinho myp pesada (b.s) mcadinh0+LP(fim) Mienhina
51,1987 2,0019 51,2426 0,04390
LP H,SO,
49,1679 2,0062 49,2065 0,03860
47,6991 2,0165 47,7461 0,04700
LP HCI
47,8409 2,0050 48,0191 0,1782

Tabela B.5: Massas necessarias a determinacéo do teor de lenhina solGvel das lamas tratadas com H,SO,4 e HCI.

Amostra / Massa (g) MLp pesada (b.s) Absorvéancia Mienhina
2,0019 0,248 0,002250
LP H,SO,
2,0062 0,292 0,002655
2,0165 0,298 0,002709
LP HCI
2,0050 0,255 0,002318

Tabela B.6: Quadro resumo dos resultados referentes a caracterizagdo quimica dos trés conjuntos amostrais de LP.

Lamas Primarias
Parametros de Anélise
. LP H2SO4 LP HCI
LP iniciais
Na&o extraidas Extraidas | N&o extraidas Extraidas
Humidade 53,9 32,0 153 30,5 72
Teor seco 46,1 68,0 84,7 69,5 92,8
525°C 453 55,5 17
Cinzas (% base seca) 900°C 12,6 374 10
525°C 54,7 44,6 98,3
[Teor matéria organica (% base seca)  900°C 874 62,6 99,0
Carbonatos (% base seca) 40,9 0,98 0,40
Extractawis (% base seca) 0,66 75 15
Lenhina (% base seca)
Insolavel 21 56
Solavel 0,24 0,25
Total 23 59
Acucares Neutros (%)
Ramnose 4.2 0,2
Fucose 28 0,1
Ribose 01 01
Arabinose 39 02
Xilose 115 59
Manose 6,9 11
Galactose 29 01
Glucose 67,7 92,3
Metais (%)
Potéssio (K) 0,092 - -
Magnésio (Mg) 0,38 0,051 0,065
Manganésio (Mn) 0,077 0,0038 -
Célcio (Ca) 67,2 58,8 0,57
Ferro (Fe) 0,19 0,12 0,15
Sédio (Na) 2,38 0,33
Cobre (Cu) -
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= Hidrdlise enzimatica de LP com e sem tratamento hiperbarico

Recta de Calibragdo da Glucose: y =0,7313x — 0,0124

Tabela B.7: Dados relevantes da mistura reaccional.

VSqugéo Tampéo (mL) [CeIUIase]Solugao-mﬁe (mg/mL) VCeIuIase reactor (mL) Vreactor_inicio (mL) M(GIC) (mg/mmol)

6,8 12 1,2 (6,8+1,2=)8,0 180,16

Tabela B.8: Valores normalizados das curvas integrais, referentes aos resultados das hidrolises enzimaticas das LP

referéncia, LP apos extrac¢do com acetona sem e com processamento hiperbarico a 400 MPa, 15min.

Tempo(min) Abs [Glc]mol Abs [Glc]mol Abs [Glc]mol
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
5 0,0260 23,32 0,0220 13,28 0,00800 17,36
20 0,0520 39,10 0,0340 17,63 0,0280 39,10
40 0,0785 55,19 0,0580 23,35 0,0430 55,19
80 0,111 74,93 0,0850 38,84 0,0530 74,93

120 0,127 84,34 0,109 49,05 - -
160 0,136 89,81 0,137 56,28 0,100 84,34
180 0,141 92,59 0,147 59,41 0,105 89,81
200 0,144 94,66 0,157 63,21 0,108 92,59
. LP apds extraccdo, 400 MPa,
LP referéncia LP ap6s extracgéo 15min

Tabela B.9: Valores normalizados das curvas integrais, referentes aos resultados das hidrélises enzimaticas de LP a
400 MPa/15min, LP a 500 MPa/10min e LP a 400 MPa/5+5+5 min.

Tempo(min) Abs [Glc]umol Abs [Glc]mol Abs [Glc]mol
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
5 0,0155 29,04 0,000 0,000 0,0285 35,45
20 0,0370 44,00 0,0220 38,61 0,0445 49,01
40 0,0630 70,66 0,0650 59,82 0,0740 71,82
80 0,0990 96,61 0,104 79,54 0,112 96,11

120 0,132 118,5 0,143 82,72 0,135 98,71
160 0,145 132,8 0,192 86,16 0,141 102,9
180 0,168 134,5 0,209 90,40 0,149 104,1
200 0,0155 135,3 0,217 97,00 0,160 106,3

LP a 400 MPa/15min LP a 400 MPa/5+5+5 min LP a 500 MPa/10min
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Tabela B.10: Valores normalizados das curvas diferenciais, referentes aos resultados das hidrélises enzimaticas das

LP referéncia, LP ap6s extraccdo com acetona sem e com processamento hiperbéarico a 400 MPa, 15min.

Tempo(min) At AAR AAR/At AAR AAR/At AAR AAR/At
0 0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
5 5,00 23,32 4,663 13,28 2,656 17,36 3,472
20 15,00 15,79 1,053 4,353 0,2902 21,74 1,450
40 20,00 16,09 0,8045 5,719 0,2859 16,09 0,8045
80 40,00 19,73 0,4934 15,489 0,3872 19,73 0,4934

120 40,00 9,412 0,2353 10,206 0,2552 - -
160 40,00 5,465 0,1366 7,233 0,1808 9,412 0,2353
180 20,00 2,781 0,1390 3,134 0,1567 5,465 0,1366
200 20,00 2,077 0,1038 3,794 0,1897 2,781 0,1390
LP referéncia LP apos extraccdo 1P apos extracg.éo, 400
MPa, 15min

Tabela B.11: Valores normalizados das curvas diferenciais, referentes aos resultados das hidrélises enzimaticas de
LP a 400 MPa/15min, LP a 500 MPa/10min e LP a 400 MPa/5+5+5 min.

Tempo(min) At AAR AAR/At AAR AAR/At AAR AAR/At
0 0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0.000
5 5,00 29,04 5,808 0,000 0,000 35,45 7,090
20 15,00 14,96 0,9974 38,61 2,574 13,56 0,9038
40 20,00 26,65 1,333 21,22 1,061 22,81 1,141
80 40,00 25,95 0,6488 19,72 0,4929 24,29 0,6073

120 40,00 21,92 0,5481 3,183 0,07960 2,593 0,06480
160 40,00 14,29 0,3573 3,446 0,08610 4,227 0,1057
180 20,00 1,722 0,08607 4,238 0,2119 1,186 0,05931
200 20,00 0,7079 0,03539 6,598 0,3299 2,227 0,1113

LP a 400 MPa/15min LP a 400 MPa/5+5+5 min LP a 500 MPa/10min
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Anexo C — Figuras Auxiliares

Nesta seccdo é apresenta-se a figura referente a curva de calibracdo da glucose,
necessaria a quantificacdo de acucares redutores das lamas primarias, no decorrer de cada

hidrélise enzimatica.

. ~ y=0,7313x - 0,0124
Calibragao Glc R? = 0,992

0,000 - T T T ]
0,1 0,2 0,3 0,4
Concentragdo (mg/mL)

Figura C.1: Curva de calibracdo da glucose.

A-9



	CapaTese.pdf
	Resumo_Abstract.pdf
	CorpoDissertação.pdf
	Apêndices.pdf

