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resumo
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polissacarideos

A biomassa florestal, como a casca de Eucalyptus globulus, é um sub-produto
da industria da pasta de papel cuja Unica utilizacdo atual é a producdo de
energia. No entanto, devido a sua abundéancia e composi¢ao quimica que inclui
maioritariamente polissacarideos (essencialmente celulose e hemiceluloses) e
lenhina, a casca tem vindo a ser estudada para a obtencéo de fragdes ricas em
polissacarideos que tém diversas finalidades, como a sua conversdo em
solugbes de acucares simples. Contudo é necesséario submeter os materiais
lenhocelulésicos a pré-tratamentos ou desconstrucdo para melhorar o acesso
dos polissacarideos as enzimas, na hidrélise enzimética.

A casca de E. globulus difere da madeira da mesma espécie essencialmente no
seu elevado teor de extrataveis polares, nomeadamente compostos fendlicos, e
material inorg&nico. Estudos anteriores indicam que o cozimento kraft da casca
requer condicBes de operacdo mais severas para atingir um grau de
deslenhificagdo semelhante ao do cozimento da madeira. Verificaram-se
também limitagdes a hidrélise enzimatica da pasta de casca que ndo se
encontram no caso da pasta de madeira da mesma espécie.

O objetivo deste trabalho foi estudar o impacto da pré-extracdo da casca de E.
globulus, segundo duas abordagens diferentes (uma com mistura etanol/agua e
outra com agua), na desconstrucdo deste material lenhocelulésico por
cozimento kraft e na hidrélise enzimatica da pasta resultante, favorecendo a sua
conversdo em agucares simples.

Na pré-extracdo com etanol/dgua 81,5% dos extrataveis em etanol/tolueno
presentes na casca foram removidos, enquanto que na abordagem com agua
removeram-se apenas 14,3%. Verificou-se que a pré-extracdo, em ambos 0s
meios, ndo afetou significativamente o impacto do cozimento kraft nos
polissacarideos. No entanto, em termos da producdo de aglcares simples, a
hidrolise enzimatica da pasta de casca previamente extraida com etanol/agua
produziu a solucgdo final de aglcares mais concentrada, com 47,7 mg/mL, bem
como a maior quantidade de agucares redutores, 39,1 g, de entre as sequéncias
de valorizagdo estudadas. Esta pasta também apresentou a maior percentagem
de conversao de polissacarideos em acgucares, 71,7%, seguida da pasta de
casca previamente extraida com agua, 62,3%, relativamente a pasta de casca
tal e qual, 50,8%, indicando que a pré-extracdo beneficia o processo de
sacarificagéo.

O balanco de massa global a cada sequéncia de valorizagdo, permitiu concluir
que a pré-extracdo com etanol/agua, a 83°C durante 264 minutos, seguida de
cozimento kraft, com fator H 1114 e alcalinidade de 22%, apresenta o maior
potencial de producédo de agucares, de cerca de 33 000 ton/ano considerando
uma producédo anual de casca de 100 000 ton numa fabrica de média dimenséo.
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Forest biomass, like Eucalyptus globulus bark, is a by-product of the pulp and
paper industry whose current singular use is energy production. However, due
to its availability and chemical composition, which includes mostly
polysaccharides (essentially hemicelluloses and cellulose) and lignin, bark has
been the subject of many studies regarding the production of polysaccharides
enriched fractions that have many applications, like its conversion into simple
sugar solutions. However, it's necessary that the lignocellulosic materials
undergo pre-treatments or deconstruction processes to improve the
polysaccharides access towards the enzymes, in enzymatic hydrolysis.

The E. globulus bark differs from wood due to its high content of polar extractives,
mainly phenolic compounds, and inorganic material. Previous studies show that
bark’s kraft pulping requires more severe pulping conditions in order to achieve
the same degree of delignification as the E. globulus wood kraft pulping. There
were also reported limitations in bark’s enzymatic hydrolysis that weren’t found
in wood.

The purpose of this work was to study the impact of E. globulus bark pre-
extraction, with two different approaches (with the mixture of ethanol/water and
with water), in its deconstruction by kraft pulping and in the enzymatic hydrolysis
of the resulting pulp, benefitting its conversing into simple sugars.

Regarding the removal of extractives during the pre-extraction, using
ethanol/water 81,5% of the ethanol/toluene extractives in E. globulus bark were
removed, while using water the removal of extractives was only 14,3%. In relation
to kraft pulping it was noticed that the pre-extraction, in both approaches, didn’t
have a significant impact on the removal of polysaccharides during pulping.
However, regarding the production of simple sugars, the enzymatic hydrolysis of
ethanol/water extracted bark pulp produced the most concentrated sugar
solution, with 47,7 mg/mL, as well as the biggest quantity of reducing sugars,
39,1 mg, from among the studied valorisation sequences. In this way, the
ethanol/water extracted bark pulp had the highest conversion of polysaccharides
into sugars, 71,7%, followed by the water extracted bark pulp, 62,3%, in relation
to the initial bark pulp, 50,8%, indicating that the pre-extraction benefits the
scarification process.

Through the global mass balance of each process sequence it was concluded
that the ethanol/water pre-extraction, at 83°C for 264 minutes, followed by kraft
pulping, with an H factor of 1114 and 22% active alkali, presents the highest
sugar production, of about 33 000 tons/year, assuming an annual production of
100 000 tons of bark by a medium-sized industry.
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Figura C. 1 — Representacédo grafica do rendimento depurado (neep) em funcdo do teor de lenhina
total nas pastas de casca tal e qual, pastas de casca extraida com etanol/agua e pastas de casca extraida
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Introducio

A elevada dependéncia da sociedade atual dos recursos fdsseis para producéo de energia,
combustiveis, produtos quimicos e materiais, tem vindo a gerar debate e preocupacdo a nivel
econdmico e ambiental, reconhecendo-se a necessidade de encontrar alternativas renovaveis para
estes recursos [1]. Por este motivo, recursos bioldgicos renovaveis, como 0s materiais
lenhocelulésicos, tém vindo a despertar interesse como possivel matéria-prima da bioinddstria, que
enquadra a producéo de produtos de origem renovavel [2, 3]. De entre os materiais lenhoceluldsicos
utilizados destaca-se a biomassa florestal devido a sua abundancia e composi¢do quimica favoravel
[4, 5].

O crescimento répido da espécie Eucalyptus globulus, a vasta plantagdo desta espécie em
territorio nacional e a sua composicdo quimica, levaram a que seja a principal matéria-prima da
industria da pasta de papel [6]. A biomassa florestal remanescente do corte das plantagdes para a
producéo de pasta de papel, em especial a casca de E. globulus, é atualmente integrada nesta indUstria
unicamente para producdo energética. Contudo, este sub-produto da inddstria compreende na sua
composicao celulose, hemiceluloses e lenhina, sendo um material lenhoso abundante e disponivel a
preco baixo. Por estes motivos tém vindo a ser estudadas cadeias de valor acrescentado para a casca
de E. globulus, partindo do seu fracionamento, por processos de pré-tratamento ou desconstrugéo,
para obter fracOes ricas em polissacarideos que apresentam diversas finalidades dentro da
bioindustria e da bioeconomia, nomeadamente a producéo de solugdes de agucares simples [4, 5].

O cozimento kraft é uma das tecnologias de pré-tratamento mais comuns. Neste processo, a
lenhina é removida quase na totalidade e parte dos polissacarideos presentes sdo também
solubilizados [5, 7]. Esta tecnologia encontra-se implementado a nivel industrial para producédo de
pasta de papel, tornando apelativa a sua integracdo num contexto de biorefinaria de forma a utilizar
e otimizar a exploracdo da biomassa florestal para a producdo de solugdes de agucares [7, 9]. A
conversdo da fracdo sélida rica em polissacarideos, resultante do pré-tratamento da casca por
cozimento kraft, em solucGes de agUcares é realizada por sacarificagdo, nomeadamente por hidrdlise
enzimatica.

Os estudos realizados anteriormente para a caracterizacdo da composi¢do quimica da
madeira e da casca de E. globulus permitiram constatar que uma das diferencas entre os dois materiais
lenhoceluldsicos é o teor de extratdveis uma vez que estes compostos, em especial de natureza
fendlica, sdo consideravelmente mais abundantes na casca [10, 12, 13]. Na literatura € também
reportado que a casca de E. globulus requer condi¢es de operacdo mais severas no seu cozimento

kraft, como maior alcalinidade, para atingir 0 mesmo grau de deslenhificagdo do cozimento de



madeira da mesma espécie. Verificou-se também que, na hidrélise enzimatica da pasta de casca, a
conversao de polissacarideos em agucares simples € bastante inferior a obtido na hidrolise de outros
subprodutos florestais e da madeira [11, 12]. A presenca extrataveis na casca podera ser responsavel
pela maior necessidade de alcalinidade para atingir o mesmo grau de deslenhificacdo no cozimento
kraft, bem como pela inibi¢cdo da sacarificacdo condicionando a conversdo dos polissacarideos em
acucares simples [11].

Assim, este trabalho tem como objetivo estudar o impacto da pré-extracdo da casca de E.
globulus, segundo duas abordagens diferentes (uma com mistura etanol/agua e outra com &gua), na
desconstrugdo deste material lenhoceluldsico por cozimento kraft e na hidrélise enzimética da pasta
resultante, favorecendo a sua conversdo em agucares simples. Desta forma, pretende-se selecionar a
combinacdo das condigdes processuais da pré-extracdo e do cozimento kraft que beneficiam a
conversdo de polissacarideos em agucares simples.

O presente trabalho estd estruturado em quatro capitulos. O primeiro capitulo de reviséo
bibliografica, onde se pretende enquadrar o tema da dissertacao e facilitar a anélise e a discussao dos
resultados obtidos. No segundo capitulo descrevem-se os materiais e 0s procedimentos experimentais
seguidos para a obtencdo de resultados. No terceiro capitulo sdo apresentados e analisados 0s
resultados experimentais obtidos. Por fim, no ultimo capitulo encontram-se as principais conclusoes

do trabalho realizado e algumas perspetivas de trabalho futuro.



Capitulo 1 — Revisao Bibliogréfica

Capitulo 1 — Revisao Bibliografica

1.1. Aindustria de pasta e papel e a sua matéria-prima

A industria de pasta e papel abrange um conjunto de entidades cuja atividade abrange quase todo
o ciclo de vida dos produtos de papel, desde a producdo florestal até ao tratamento dos produtos em
fim de vida, passando pela etapa chave da producdo de pasta de papel e a sua conversao em diferentes
tipos de papel. Este setor, representa cerca de 8% da producdo industrial nacional e 5% do total das
exportagbes portuguesas de mercadorias e bens, tratando-se de um setor predominantemente
exportador [16].

Em 1957 a Companhia Portuguesa de Celulose, em Cacia, comegou a utilizar madeira de
eucalipto para produzir pasta de papel, tornando Portugal o impulsionador da aplicacéo do cozimento
kraft ao eucalipto para producdo de pasta [6]. Aplicando esta tecnologia a madeira de Eucalyptus
globulus cultivada em Portugal produziram-se pastas celuldsicas de elevada qualidade e aptiddo
papeleira, que sdo comercialmente competitivas com pastas produzidas a partir de madeira de outras
espécies, justificando a elevada procura da pasta de E. globulus no mercado e tornando esta espécie
na principal matéria-prima na industria papeleira a nivel nacional [6, 8, 13, 16]. Atualmente, a The
Navigator Company lidera a producdo de papel de impressao a nivel europeu e é uma das maiores
produtores de pasta de eucalipto a nivel mundial, fabricando pastas de elevada qualidade escolhidas

pelas empresas lider na industria para fabrico de papeis nos segmentos de impressao e escrita [17].

A espécie Eucalyptus globulus, é uma espécie florestal de folhas planas e largas, tratando-se de
uma arvore de grande porte que pode chegar a alturas entre 40 e 50 m [6]. O crescimento rapido do
E. globulus ¢é fortemente influenciado pela disponibilidade de agua e nutrientes minerais no solo,
uma vez que a razdo de crescimento das arvores é em parte determinada pela densidade do fluxo de
nutrientes do solo para as raizes [18].

A evolucéo da area florestal de eucalipto esta diretamente relacionada com a capacidade desta
espécie se desenvolver em regiGes de clima temperado, potenciando o seu uso industrial e comercial.
A floresta portuguesa ocupa 3,2 milhdes de hectares, sabendo-se que 31% desta é ocupada por
espécies resinosas e 0s restantes 61% por espécies folhosas [16]. A The Navigator Company é a
maior produtora florestal privada em Portugal, gerindo 120 mil hectares de floresta certificada, em

que 73% sdo plantagdo de E. globulus [19].
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O eucalipto € a espécie florestal que ocupa a maior area em Portugal continental, com 812 mil
hectares correspondentes a 25,8% da floresta portuguesa, seguido pelo sobreiro e pelo pinheiro bravo
(Figura 1.1) [16].

carvalhos  Castanheiro Alfarrobeira
y 21% 13% -
Outras Resinosas f
23% — [~ _ Acdcias
o i — 02%
Pinheiro manso
5.6%

Outras Folhosas—
5.6%
Eucaliptos

25.8%

Azinheira
10.5%

Pinheiro bravo Sobreiro

227% 23.4%

Figura 1.1 - Distribuicdo da area de povoamento florestal por espécie dominante, em Portugal continental [16].

No processamento da madeira a indUstria de pasta de papel gera uma elevada quantidade de
subprodutos florestais, desde casca, ramos, folhas e outros tipos de biomassa florestal, que néo séo
utilizados no processo tradicional de producédo de pasta mas que, devido ao seu valor energético, sdo
geralmente queimados para producdo de energia [12, 13, 21]. Na unidade de producéo o descasque
dos troncos de madeira é a primeira operacao e gera elevadas quantidade de casca, uma vez que esta
representa entre 11% a 14% do peso seco de um tronco [21, 31]. Atualmente, além do seu
aproveitamento como biocombustivel sélido, a casca tem também despertado interesse para a sua
utilizagdo na produgdo de outros produtos de valor acrescentado, desde produtos quimicos, materiais
e biocombustiveis, que tiram partido da sua composic¢éo quimica especifica [5, 20].

Na Tabela 1.1 encontram-se descritas as quantidades anuais de casca, ramos e folhas resultantes
do abate de eucaliptos por parte das empresas associadas da CELPA — Associag¢do da industria

papeleira.

Tabela 1.1 — Produgdo anual de subprodutos florestais (calculos com base em dados de 2014).

Material CELPA (2014)
Casca (ton) 330 000
Folhas (ton) 330 000
Ramos (ton) 480 000
Total (ton) 1 140 000
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1.2. Composicdo quimica da madeira e da casca de E. globulus

De uma forma geral, a composicdo da casca de E. globulus engloba componentes estruturais e
componentes ndo-estruturais a semelhanga da madeira (Figura 1.2). Os componentes estruturais sao
0s polimeros que constituem a parede celular dos materiais vegetais: celulose, hemiceluloses e
lenhina; enquanto que 0s componentes ndo-estruturais sS40 compostos organicos e inorganicos de
baixo peso molecular e menos abundantes, que apresentam estruturas quimicas muito variadas [22,
23]. Os compostos organicos sdo designados por extrataveis, devido a facilidade com que sdo
extraidos da biomassa com solventes organicos e agua, e incluem compostos fenolicos, triterpénicos
e alifaticos; quanto aos compostos inorganicos, sao predominantemente sais metalicos e designam-

se genericamente por cinzas [24].

%Orm;n?itgss Extrataveis
Compostos de 9
baixo peso p § p |
molecular Compostos Cinzas
inorganicos
Biomassa ( )
g \ Celulose
Polissacarideos > ¢
Compostos \ J ;
macromoleculares . ) Hemiceluloses
Lenhina ) ’

Figura 1.2 — Esquema geral da composic¢do da biomassa de E. globulus. Adaptado de [24].

A composicdo quimica da biomassa lenhocelulésica apresenta variagGes significativas com
a zona morfoldgica da arvore, a sua origem geogréfica, o clima e as condi¢des do solo, tornando
dificil especificar uma composi¢do quimica bem definida para a madeira e casca de E. globulus [25].
Por este motivo existem diferencas significativas entre as percentagens de compostos
macromoleculares, extrataveis e cinzas recolhidas de diferentes fontes bibliograficas [12, 13, 22, 25].

Na Tabela 1.2 encontra-se descrita a composi¢do quimica sumaria da casca de E. globulus.
Para além dos teores de compostos macromoleculares e de extrataveis e cinzas, esta Tabela inclui
também a solubilidade em NaOH 1%, parametro que é utilizado para estimar a quantidade de
compostos fendlicos presentes, uma vez que este meio é propicio a remog¢do de compostos polares,
em especial compostos fendlicos simples e taninos, podendo também remover uma fracao da lenhina

de menor peso molecular, bem como oligo e polissacarideos. Torna-se ainda necessario esclarecer o
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significado de um dos parametros apresentados, as pentosanas, que representam a fracdo das

hemiceluloses compostas por residuos de pentoses (especialmente xilose).

Tabela 1.2 — Caracterizagdo quimica sumaria da casca de E. globulus [12, 13, 22, 25].

Parametro % M/Mcasca

Celulose 51,1-56,0
Pentosanas 14,6 — 23,7
Lenhina 16,9* [18,3 - 34,1]
Cinzas 21-121
Extrataveis polares

etanol 06-13

agua 41-45
Extrataveis apolares

diclorometano 0,6
Solubilidade

NaOH 1% 199-21,1

*Teor de lenhina Klason

A anélise dos dados apresentados na Tabela 1.2 mostra que na composi¢do quimica da casca
0s compostos macromoleculares séo a fragdo mais abundante. Destaca-se também que a quantidade
de extrataveis sollveis em agua é superior a quantidade solGvel em etanol e a quantidade soltvel em
diclorometano, indicando que o teor de extrataveis polares na casca € superior ao teor de extrataveis
apolares.

Sistematizando a informacéao sobre a composicao quimica da madeira de E. globulus verifica-se
gue: o teor de lenhina se encontra entre 17,8% [13] e 24,8% [26], o teor de celulose entre 54% [25]
e 56,9% [13] e o teor de pentosanas entre 20,2% [25] e 21,7% [13]. Em relacdo aos extrataveis
verifica-se que o teor de extrataveis polares, que é compreendido entre 0,2% [25] e 3,4% [26], é
superior ao teor de extrataveis apolares, que se encontra entre 0,4% [26] e 1,5% [13]. A solubilidade
da madeira em NaOH 1% encontra-se entre 12,2% [13] e 17,4% [26] e o teor de cinzas esta
compreendido entre 0,5% [25] e 1,0% [13].

Comparativamente a madeira de E. globulus, a casca contém maior quantidade de lenhina e
cinzas, quantidades de celulose inferiores e pentosanas em quantidades semelhantes. O teor de
extrataveis na casca € superior ao da madeira, especialmente no que concerne aos extrataveis polares.
A fragdo da casca soluvel em meio alcalino é também superior ao valor encontrado na madeira,

confirmando que a casca é rica em compostos polares, principalmente de natureza fendlica [10, 15].
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1.2.1. Compostos extrataveis

Os extrataveis sdo compostos de baixo peso molecular, sollveis em &gua ou em solventes
organicos como etanol, metanol e diclorometano [24]. A composi¢do dos extratveis varia
consideravelmente entre familias e géneros de arvores, tratando-se de uma mistura complexa de
compostos de estrutura quimica diversa. Estes compostos podem ser divididos em trés subgrupos:
compostos alifaticos (maioritariamente gorduras e ceras), terpenos e terpendides e compostos
fendlicos [23, 24].

O conteldo total de extrataveis na casca de E. globulus pode ser dividido em duas fracGes: a
fracdo lipofilica, extraida com solventes apolares, e a fracdo fendlica, extraida com solventes polares.
A diversidade de compostos extrataveis e da sua estrutura quimica levam a que um solvente isolado
ndo seja capaz de dissolver todos estes compostos, por isso sao estudados solventes com diferentes
polaridades e as caracteristicas do seu extrato [25, 26].

Os compostos extrataveis presentes nos materiais lenhoceluldsicos contribuem para
caracteristicas como cor e odor e afetam propriedades fisicas como a elasticidade e a permeabilidade
[27]. Estes compostos tém um efeito indesejado em muitas das aplica¢Ges tecnolédgicas da madeira e
dos subprodutos florestais, como é o caso da producdo de pasta de papel pois reagem rapidamente
com os reagentes de cozimento (hidréxido de sddio e sulfureto de sodio) reduzindo a quantidade dos
mesmaos disponivel para o processo em si e formam manchas escuras na pasta e no papel (pitch) [27—
29].

No entanto, 0s extrataveis, em particular aqueles presentes na casca de E. globulus, podem
ser também uma fonte de valorizagdo uma vez que, tanto a sua fracdao fendlica como a sua fracdo
lipofilica, podem ser exploradas em aplicacdes de valor acrescentado, integrando a industria da pasta
de papel num contexto de biorefinaria [14, 21, 28, 29]. Dada a abundancia de &cidos triterpénicos e
compostos fendlicos na casca de E. globulus, a viabilidade da sua exploracdo tem vindo a ser alvo
de estudo, uma vez que estes sdo compostos conhecidos pela sua atividade biolégica nomeadamente
anti-oxidante, anti-inflamatoria e antitumoral, que pode ser aplicada na industria farmacéutica,

cosmética e alimentar [25, 28, 29, 31].

1.2.1.1.  Compostos lipofilicos

Os compostos lipofilicos presentes na casca de E. globulus sdo geralmente extraidos com
solventes apolares como o diclorometano e os principais componentes do extrato sdo acidos
triterpénicos, esterdis, acidos gordos e alcoois de cadeia longa [26, 31].

Na literatura existente o estudo das familias de compostos lipofilicos mostra diferencas

significativas entre a fracdo externa e a fragdo interna da casca, verificando-se que a fragdo externa
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apresenta um teor de extrataveis lipofilicos cerca de noves vezes superior ao teor na fragdo interna e
gue a composicdo desta Ultima se assemelha a composicao da madeira de E. globulus [35].

O extrato da fracdo externa da casca é rico em &cidos triterpénicos como acido betulinico,
ursolico e oleandlico (Figura 1.3), cujas quantidades sdo 283,8 mg/kg (de biomassa seca), 934,2

mg/kg e 363,4 mg/kg, respetivamente [34].

OH
OH

@) )

3)

Figura 1.3 — Acidos triterpénicos presentes na fragdo externa da casca de E. globulus: (1) Acido betulinico; (2) Acido
ursolico; (3) Acido oleandlico. Adaptado de [35].

Na casca externa identificaram-se ainda pequenas quantidades de: B-sitosterol, sendo este o Unico
esterol presente nesta fracdo; acidos gordos, como os acidos octadecandico, docosandico,
tetracosanoico, hexacosandico, hexadecandico (ou palmitico), linoléico e oléico; e alcoois de cadeia
longa, como docosanol, o tetracosanol, o hexacosanol e o octacosanol [32, 35].

Na fracdo interna da casca 0s componentes predominantes sao esterdis e triterpendides (j-
sitosterol e B-amirina - Figura 1.4), e os &cidos gordos de cadeia longa, como os acidos palmitico,
linoléico e oleico (Figura 1.5) [35]. Embora nesta fracdo ndo se encontrem &cidos triterpénicos,
verifica-se que a presenca de acidos gordos e alcoois de cadeia longa em ambas as fracfes. Foram
ainda detetadas pequenas quantidades de diversos o e w-hidroxidcidos tanto na fragdo interna como

na externa e ainda &cido cumarico e ésteres de acido feralico na fragdo externa da casca [25, 26, 31,

28],

Figura 1.4 — Triterpendides e esterdis presentes na fragdo interna da casca de E. globulus: (4) B-sitosterol; (5) B-amirina.
Adaptado de [35].
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Figura 1.5 — Acidos gordos predominantes na fracdo interna da casca de E. globulus: (6) Acido palmitico; (7) Acido
linoléico; (8) Acido oléico.

1.2.1.2.  Compostos fendlicos

Os compostos fenolicos presentes na casca de E. globulus dividem-se em diferentes familias,
nomeadamente acidos fendlicos, aldeidos correspondentes e flavonoides, bem como compostos de
peso molecular mais elevado como os taninos condensados, ou proantocianidinas, e 0s taninos
hidrolisaveis, ou elagitaninos [21, 29, 30]. Devido a sua estrutura predominantemente polar estes
compostos sdo extraidos utilizando solventes polares como misturas do tipo etanol/dgua e
metanol/agua, ou apenas agua, constituindo o extrato polar da casca [15]. O teor de compostos
fendlicos na casca de E. globulus foi determinado em 32,4 mg/g sendo consideravelmente superior
ao teor na madeira da mesma espécie, 9,4 mg/g [37].

De entre o vasto conjunto de componentes detetados no extrato polar da casca de E. globulus,
verifica-se que os acidos fendlicos e os elagitaninos sao 0s compostos mais abundantes [14, 30]. O
acido elagico é o éacido fendlico mais abundante, reportando-se também acido galico e acido
protocatecuico (Figura 1.6) em concentragdes moderadas no extrato. Nesta fragdo encontram-se
também flavondides em concentracbes moderadas, como é o caso do eriodictiol e da taxifolina
(Figura 1.6) [14].

HO,
OH OH

HO

OH 2) [©)

(C)]

OH o (©)]

OH o
Figura 1.6 — Principais compostos fendlicos presentes na casca de E. globulus: (1) Acido elagico; (2) Acido galico; (3)
Acido protocatecuico; (4) Eriodictiol; (5) Taxifolina.
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Os elagitaninos integram a familia dos taninos hidrolisaveis e encontram-se bastante
concentrados e com elevada variedade na casca E. globulus, sendo constituidos por glucose como
nucleo central ligado a unidade de acido hexa-hidroxidifénico que, devido a desidratacao espontanea,
é isolado como 4&cido elagico (Figura 1.7) [15]. Na literatura é também descrita a presenca de
galotaninos no extrato da casca, sendo este um outro sub-grupo da familia dos taninos hidrolisaveis

[37]. A estrutura desta classe de taninos assemelha-se a dos elagitaninos pois ambos tém glucose

como nucleo central, ainda que o galotaninos possuam ligacBes a unidades de &cido galico ou
derivados (Figura 1.7) [15].

HO,

Figura 1.7 — Estrutura de um elagitanino (6) e de um galotanino (7).

1.2.2. Celulose

A celulose é o componente mais abundante nas paredes celulares das plantas. Trata-se de um
homopolissacarideo linear constituido por unidades de B-D-glucopiranose com grau de

polimerizagdo até 10000, que se encontram ligadas por ligagdes glicosidicas do tipo p(1-4).

Duas unidades adjacentes de B-D-glucopiranose formam uma ligac&o glicosidica por eliminacéo
de uma molécula de agua entre os grupos hidroxilo do carbono 1 e do carbono 4 originando a unidade
de repeticdo da cadeia de celulose, a celobiose [34, 35]. A estrutura quimica da celulose encontra-se

na Figura 1.8.

OH OH
H H o H H
H H 4 H
HO -0 HO o -0
HO I _o ! HO ! o
~0
H 4 H H
OH OH
H H H H H
OH |

Unidade de celobiose

Figura 1.8 — Estrutura quimica da celulose. Adaptado de [38].
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Embora a estrutura da celulose pareca simples, a sua organizacdo supramolecular torna-a
num material complexo devido a formacdo de ligacBes por pontes de hidrogénio entre grupos
hidroxilo da mesma cadeia (ligacdes intramoleculares) ou de cadeias diferentes (ligacdes
intermoleculares) [8]. As ligacBes intramoleculares sdo estabelecidas entre unidades adjacentes na
mesma cadeia como é o caso da ligacéo entre o grupo hidroxilo em C-6 de um residuo de glucose e
em C-2 no residuo adjacente e entre 0 oxigénio em C-5 e o grupo hidroxilo em C-3. Por outro lado,
as ligacdes intermoleculares formam-se entre grupos hidroxilo de cadeias adjacentes, como é o caso

das ligagdes por pontes de hidrogénio entre o grupo hidroxilo em C-6 e o grupo em C-3 (Figura 1.9).

Do L

Figura 1.9 — Ligac6es por pontes de hidrogénio intramoleculares e intermoleculares na estrutura da celulose [38].

Devido a abundancia de grupos hidroxilo na estrutura da celulose, esta da origem a uma
estrutura supramolecular em que as liga¢Oes por pontes de hidrogénio intramoleculares conferem
rigidez a cada cadeia e as ligagGes intermoleculares séo responséveis pela formacéo de estruturas
primarias organizadas, designadas de fibrilas elementares [8, 22, 35]. Por efeito das ligacbes por
pontes de hidrogénio intermoleculares, as cadeias de celulose agregam-se formando fibrilas
elementares, que por sua vez sdo constituidas por regides altamente organizadas (cristalinas) e zonas
menos organizadas (amorfas) [8, 22].

Por agregacéo das fibrilas elementares formam-se microfibrilas, sendo um conjunto destas
designado de macrofibrilas, que por sua vez, servem de base para a formacdo de fibrilas e,
consequentemente, das fibras de celulose (Figura 1.10). Como consequéncia da sua estrutura fibrosa
e das ligacOes por pontes de hidrogénio fortes, as fibras de celulose apresentam elevada resisténcia a

tracdo e sdo insolUveis na grande maioria dos solventes comuns [8, 34].

11
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Figura 1.10 - Representacéo esquematica da organizagdo da celulose nas fibras da madeira: A - corte das fibras da madeira;
B — fracdo da fibra formada por macrofibrilas; C — Macrofibrilas; D — Microfibrilas; E — Fibrila Elementar; F — Célula
unitaria; G — Unidade de celobiose. Adaptado de [38].

1.2.3. Hemiceluloses

As hemiceluloses sdo heteropolissacarideos e diferem da celulose pois a sua estrutura
compreende diferentes monossacarideos, possuem ramificacbes na sua cadeia e tém um grau de
polimerizacdo mais baixo (entre 70 e 130 para hemiceluloses de resinosas e entre 100 e 200 para as
de folhosas) [41].

Os monossacarideos que constituem a estrutura das hemiceluloses compreendem pentoses
(unidade de xilose e arabinose), hexoses (unidade de glucose e manose), &cidos hexurénicos (&cido
glucorénico) e desoxihexoses (unidades de ramnose) [8, 37].

A cadeia principal das hemiceluloses pode ser constituida por apenas um tipo de
monossacarideos, como € o caso das Xilanas que contém unidades de xilose, ou por dois ou mais
monossacarideos, como as glucomananas que contam com unidades de manose e glucose. Algumas
unidades de agucares encontram-se principalmente em ramifica¢des da cadeia principal, como é o
caso do acido 4-O-metilglucorénico presente nas xilanas [8]. A natureza e a abundéncia relativa das
hemiceluloses difere com a sua origem: nas espécies resinosas as hemiceluloses predominantes s&o
as glucomananas e nas folhosas as xilanas sdo as principais hemiceluloses [41].

As xilanas sdo polissacarideos cuja cadeia principal é constituida por unidades de xilose

ligadas por ligagdes glicosidicas (1 — 4). A intervalos irregulares, unidades de &cido 4-O-metil-D-
glucoronico ligam-se as unidades de xilose por meio de ligac6es glicosidicas a(1 — 2) [8, 37]. Por

fim alguns dos grupos hidroxilo em C-2 e C-3 das unidades de xilose s&o substituidos por grupos O-
acetilo, resultando numa estrutura mais rigorosamente designada por O-acetil-4-O-

metilglucoronoxilana, ou ainda glucuronoxilana em vez de xilana (Figura 1.11) [8, 37].

12
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Figura 1.11 — Estrutura quimica parcial de uma O-acetil-4-O-metilglucoronoxilana. Adaptado de [8].

Na madeira de E. globulus a estrutura da glucuronoxilana é diferente da conhecida para
folhosas, sendo constituida por galactose, &cido glucurédnico e Xilose na proporcdo 1:3:30. Este
polissacarideo € uma (galacto-4-O-metil-D-glucurono)-D-xilana (Figura 1.12). Nesta estrutura

residuos de B-D-xilopiranose sdo unidos por ligacdes B (1 — 4) e apresentam ramificagdes na posigédo

2-O com cadeiras curtas compostas por acido 4-O-metil-a-D-glucuroénico e por acido 4-O-metil-a-
D-glucurdnico substituido na posigdo 2-O por a-D-galactose [42].

[B-D-Xylp]-(1 = 4)-[B-D-Xylpl-(1 = 4)-[B-D-Xylple-(1 = 4)-[ B-D-Xylpl:-(1 — 4)-[p-D-Xylp]
2

1 i

1
1
4-O-Me-a-D-GlepA 4-O-Me-o-D-GlepA

2
T
1

u-D-Galp

Figura 1.12 — Férmula abreviada de glucuronoxilana de Eucalyptus globulus Labill. Adaptado de [42].

1.2.4. Lenhina

A lenhina é um dos principais componentes macromoleculares da madeira e casca de E. globulus,
tratando-se de um polimero aromatico de estrutura amorfa, altamente reticulado e insolivel em agua
[40].

A estrutura da lenhina consiste numa rede tridimensional irregular constituida por unidades de
fenilpropano com diferentes padrdes de substituicdo e unidas por varios tipos de ligacdo, como é
ilustrado na Figura 1.13 [8, 38]. A heterogeneidade das liga¢tes entre as unidades de fenilpropano
leva a que a lenhina ndo possa ser descrita com uma férmula simples como os polissacarideos.

O tipo de ligagOes mais frequentes na estrutura da lenhina tanto em madeira de folhosas como
de resinosas s&o as ligacdes do tipo éter alquil-arilico que ligam mais de dois ter¢os das unidades de
fenilpropano, destacando-se a ligagdo B-O-4 cuja abundancia em madeira de folhosas é de 60%. As

restantes unidades de fenilpropano encontram-se ligadas por ligagfes carbono-carbono, consideradas

13
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mais resistentes do que as anteriores, como as ligagdes B-B’, com abundancia entre 3 e 7% em
madeira de folhosas, e as ligacGes 5-5°, com abundéncia entre 4 ¢ 10% [36, 38].
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Figura 1.13 — Fracdo representativa da estrutura da lenhina de faia (Fagus sylvatica) e das principais ligagdes entre unidade
de fenilpropano: (1) B-0-4; (2) B-B’; (3) 5-57; (4) a-O-4; (5) B-5. Adaptado de [43].

Os percursores biossintéticos da lenhina sdo os alcoois p-cumarilico, coniferilico e sinapilico,
que diferem apenas no nimero de grupos metoxilo presentes nas posi¢des 3 e 5 (Figura 1.14). A
polimerizagdo destes percursores leva a estrutura da lenhina, que € constituida por trés tipos de
unidades aromaticas, as unidades do tipo seringilo (S), guiacilo (G) e p-hidroxifenilo (H) [8, 36].

CH,OH CH,OH CH,0H
|

CH CH CH

I | I

CH CH CH

OCH;  HZCO OCHg

OH OH OH
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Figura 1.14 — Estruturas quimicas dos percursores da lenhina: (1) Alcool cumarilico; (2) Alcool coniferilico; (3) Alcool
sinapilico. Adaptado de [8].

14



Capitulo 1 — Revisao Bibliogréfica

A reatividade quimica da lenhina varia com base na proporcdo das unidades de percursores
presentes na sua estrutura, sendo que para madeira de folhosas e de resinosas a distribuicdo das
mesmas difere. A lenhina presente na madeira de resinosas é comumente designada de lenhina do
tipo G pois é formada maioritariamente por unidades derivadas de guiacilo. No caso da madeira de
folhosas, a lenhina é do tipo GS pois é formada maioritariamente por unidades derivadas de guiacilo
e seringilo , sendo que em ambas as madeiras as unidades derivadas de p-hidroxifenilo sdo as que
menos contribuem para a estrutura da lenhina [8, 38].

Na literatura é relatada a caracterizacdo da estrutura da lenhina presente na madeira e na casca
de E. globulus, verificando-se que ndo existem diferencas significativas quer no tipo de ligagdes quer
nos grupos funcionais presentes na estrutura da lenhina de ambas. Salienta-se apenas uma diferenca
nas razBes entre as unidades aromaticas constituintes (S:G:H), que na lenhina da madeira é 80:20:0
e na lenhina da casca é de 73:23:4 [44].

No material lenhocelulésico a lenhina e os polissacarideos encontram-se associados e formam
ligacOes covalentes entre si, 0 que confere rigidez e firmeza as fibras celulésicas [40]. A associacdo
entre os compostos macromoleculares é evidenciada pela dificuldade de isolamento da celulose,
hemiceluloses e lenhina de forma completa por tratamentos quimicos seletivos [8, 40]. Esta relacdo
tem vindo a ser alvo de numerosos estudos devido ao interesse na acessibilidade e reatividade dos
compostos macromoleculares para producéo de pasta. Para esse efeito € necessaria a individualizacdo
das fibras celulosicas, recorrendo-se a processos fisicos e/ou quimicos de deslenhificacdo para

remover a lenhina [46].

1.3. Producéo de solugbes de acucares

O aumento do precgo do petroleo e a necessidade de reduzir as emissdes de gases de efeito de
estufa estdo a aumentar a apeténcia dos consumidores para produtos ecoldgicos e sustentaveis,
viabilizando progressivamente a producédo e comercializagdo de produtos de origem renovavel, como
substitutos dos produtos de origem petroquimica [2, 4]. A integracdo de sistemas de biorefinaria é a
base de uma economia focada na utilizacdo inovadora e rentavel de biomassa para a producdo de
produtos quimicos, materiais e energia de base bioldgica. Nestes processos podem ser utilizados
diversos tipos de biomassa destacando-se a florestal, agricola, aquatico e os residuos da indUstria
[20].

A crescente necessidade de matéria-prima, associada as limitacfes impostas pela UE no uso de
culturas que compitam com a alimentagdo, tornam a biomassa florestal a principal fornecedora de
matéria-prima da bioindustria [1, 2, 5]. A emergéncia deste mercado, com taxas de crescimento
significativas tem atraido varias empresas da fileira florestal que procuram capitalizar com a

crescente procura de materiais lenhoceluldsicos, uma vez que 0s seus componentes principais
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(celulose, hemiceluloses e lenhina) sdo a matéria-prima de base para producédo de produtos quimicos
e materiais de valor acrescentado [20, 47, 48]. Através do fracionamento da biomassa florestal,
convencionalmente utilizada para a producdo de pasta de papel, produzem-se fragGes ricas em
polissacarideos que tém diversas finalidades, nomeadamente a producdo de aclcares simples [20,
48]. Por sua vez, as solucBes de agucares simples sdo alvo de processos de conversdo bioguimica,
como fermentacdo, ou conversdo quimica, como é o caso da hidrélise &cida, formando compostos
(building blocks) que podem ser convertidos num amplo ndmero de derivados [48]. De entre as
aplicagdes das solugdes de aglcares destaca-se a sua fermentacao para producéo de bioetanol que,
devido a crescente procura de biocombustiveis, tem vindo a ser alvo de estudo e interesse [2].

Algumas empresas internacionais tém-se focado no estudo da converséo de aparas de madeira
em solucdes de agucares simples, deixando de parte os restantes subprodutos florestais, como casca,
serrim, ramos e topos, cuja abundancia e composicdo quimica, que tem por base a mesma matriz
lenhocelulésica que a madeira, permitem a sua integracdo na bioindustria [11].

Para a producdo de acUcares simples a cadeia dos polissacarideos presentes nos materiais
lenhocelulésicos é despolimerizada por clivagem das ligagdes entre as unidades monomeéricas,
método denominado de sacarificacdo. Atualmente os principais métodos de sacarificacdo de
biomassa sdo a hidrolise enzimatica e a hidrélise com &cido diluido [50]. A despolimerizacdo da
cadeia dos polissacarideos catalisada por enzimas resulta apenas em reacdes de hidrolise, enquanto
que utilizando &cido diluido as rea¢des de hidrolise sdo acompanhadas por reacdes de degradagédo
por desidratacdo de xilose e glucose, uma vez que estes aclcares na presenca de acidos formam

furfural e hidroximetilfurfural, respetivamente [18, 50].

1.3.1. Pré-tratamento de materiais lenhocelulosicos

A conversdo completa e eficiente dos materiais lenhoceluldsicos em agucares simples através de
hidrélise enzimética tem sido vastamente estudada, reportando-se que a interagdo entre 0s seus
principais componentes (celulose, hemiceluloses e lenhina) confere uma estrutura resistente a
biodegradacdo dos materiais [51]. A celulose condiciona a a¢do das enzimas com a sua estrutura
cristalina, grau polimerizacéo e limitada &rea superficial acessivel as enzimas [52]. Por sua vez, as
hemiceluloses revestem as microfibrilas de celulose formando uma barreira fisica ao acesso das
enzimas a superficie da celulose, tendo sido reportado que a remocao de hemiceluloses aumenta a
eficiéncia da hidrolise enzimatica da celulose [48, 49]. Relativamente a lenhina, esta forma uma
barreira fisica que dificulta a acdo das enzimas descrevendo-se na literatura que a sua remocéo, por
processos de deslenhificagcdo, ou modificacdo da sua estrutura permite o aumento da acessibilidade

das enzimas a celulose [23, 48, 50].
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Para ultrapassar os impedimentos impostos pelos componentes dos materiais lenhocelulésicos a
hidrolise enzimatica, os materiais sdo sujeitos a pré-tratamentos para remover as barreiras fisicas da
parede celular e da estrutura cristalina da celulose tornando-a mais acessivel as enzimas para a sua
conversao em glucose [2, 5, 48]. Os processos de pré-tratamento podem ser classificados como
biolégicos, fisicos, quimicos e fisico-quimicos. A escolha do pré-tratamento correto esta dependente

do tipo de matéria-prima utilizada, bem como do impacto econémico e ambiental do processo [5].

1.3.1.1. Pré-tratamento fisico

Os processos de pré-tratamento fisico tém por base a reducdo do tamanho da biomassa em
particulas mais pequenas, tornando-a a biomassa mais acessivel as enzimas hidroliticas [5, 51]. Os
processos de pré-tratamento fisico ndo removem lenhina da matriz lenhocelulésica, sendo este um
passo necessario para melhorar a digestibilidade do material, e apresentam requisitos energéticos

elevados que os tornam economicamente inviaveis a escala comercial [51].

1.3.1.2.  Pré-tratamento fisico-quimico

Os processos de pré-tratamento fisico-quimicos tém vindo a ser amplamente estudados

destacando-se o tratamento com agua liquida sobreaquecida e o processo de explosdo a vapor [5].

a) Pré-tratamento com agua liquida sobreaquecida

O pré-tratamento com agua sobreaquecida é um processo hidrotérmico e uma das estratégias de
pré-tratamento mais promissoras. O principal objetivo deste processo é solubilizar parte das
hemiceluloses e extrataveis mais polares e tornar a celulose mais acessivel as enzimas hidroliticas
[5]. Para isso, neste processo utilizam-se pressdes elevadas para manter a dgua no estado liquido a
temperaturas elevadas, entre 160 e 240°C, provocando alteragdes na estrutura da matriz
lenhocelulésica [52-54]. Nestas condicdes de operacdo a ionizacdo da agua leva a desacetilacdo das
hemiceluloses e formacdo de acido acético que auto-catalisa a hidrélise das hemiceluloses e,
consequentemente, a solubilizacdo das mesmas, resultando no aumento da acessibilidade da celulose
[50, 53].

As hemiceluloses solubilizadas na fracdo aquosa encontram-se predominantemente na forma de
oligossacarideos permitindo a recuperagdo das pentoses que 0s constituem e a sua reintegra¢do na
biorefinaria [57]. Por Gltimo, durante o tratamento com agua sobreaquecida parte da lenhina é

despolimerizada e solubilizada, embora a sua remocao néo seja completa [2, 59].
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b) Pré-tratamento por explosao a vapor

No pré-tratamento por explosdo a vapor o material lenhocelulésico é colocado num sistema que
contém agua quente (a temperaturas entre 160 e 260°C) a pressdo elevada (entre 0,69 e 4,83 MPa),
sendo sujeito a descompressdo subita para pressdao atmosférica [5]. O vapor de agua penetra no
material lenhocelulésico e condensa, formando &gua liquida dentro das fibras. Posteriormente, com
a descompresséo do sistema a agua presente nas fibras é rapidamente evaporada, originando uma
explosdo interna nas mesmas. Dependendo do tempo de residéncia e da temperatura usada a
desagregacgéo do material fibroso em fibras e aglomerados de fibras pode ser mais ou menos intensa
[58]. A semelhanca do que acontece no pré-tratamento com agua sobreaquecida, na explosio a vapor
também ha libertacdo de &cido acético que resulta na hidrélise parcial dos compostos da matriz
lenhocelulédsica [5, 54]. Neste processo ocorre a solubilizacdo das hemiceluloses e a alteracdo da
estrutura da lenhina [5]. Tipicamente o pré-tratamento da biomassa por explosdo a vapor resulta
numa maior degradacdo dos hidratos de carbono e consequente diminuicdo da recuperacdo de
pentoses, quando comparado com o tratamento com &gua liquida sobreaquecida [57].

1.3.1.3.  Pré-tratamento quimico

Os processos de pré-tratamento quimico sdo a categoria de tratamentos de biomassa mais
estudada e sdo utilizados extensivamente pela industria de pasta de papel para a deslenhificacdo de
material lenhocelul6sico. O pré-tratamento quimico tem como principal objetivo a remocdo de
lenhina e/ou hemiceluloses para potenciar a biodegradagéo da celulose, influenciando, ainda que de
forma menos significativa, o grau de polimerizacdo e a estrutura cristalina da celulose [5]. A
tecnologias de pré-tratamento quimico mais comuns sdo o pré-tratamento acido, alcalino,

organossolve e o cozimento kraft [1, 2, 56].

a) Pré-tratamento acido

O pré-tratamento acido tem como principal efeito a remog¢do de hemiceluloses, aumentando a
digestibilidade da celulose face a hidrdlise enzimatica [2]. Este tratamento pode se realizados sob
temperaturas elevadas e concentragcdes baixas de acido (pré-tratamento com acido diluido) ou sob
temperaturas baixas e concentracdes altas de acido (pré-tratamento com dacido concentrado),
constatando-se que para o pré-tratamento de materiais lenhocelul6sicos, a utilizacdo de acido diluido
se encontra mais desenvolvida permitindo evitar problemas de corrosdo dos equipamentos e gastos
energéticos elevados para a recuperacao do solvente [2].

O processo de pré-tratamento com acido diluido pode ser aplicado como pré-tratamento de

matérias lenhocelulésicos antes da hidrélise enzimatica dos mesmos, e na hidrélise acida da biomassa
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para obter acucares fermentaveis [5, 56]. Desta forma, o pré-tratamento com &cido diluido em
condicdes de operacdo menos severas permite solubilizar e recuperar grande parte das hemiceluloses
evitando a degradacdo da celulose por hidrdlise &cida e, simultaneamente, tornando-a mais acessivel

as enzimas [1, 2, 5, 56].

b) Pré-tratamento organossolve

O processo organossolve tem como principal objetivo a deslenhificagdo da matriz
lenhocelulésica utilizando solventes organicos ou misturas aquosas dos mesmos a temperaturas entre
100 e 250°C, recorrendo ou nio a adi¢do de um acido como catalisador [1, 49]. Os solventes mais
utilizados sdo o metanol e o etanol, pois sdo economicamente mais viaveis e faceis de recuperar [53].

A lenhina presente no material lenhoceluldsico é hidrolisada, sob as condi¢des do processo, em
fragmentos de baixo peso molecular que se solubilizam na fase aquosa [1, 5]. Durante este pré-
tratamento, ocorre também a desacetilacdo das hemiceluloses, formando acido acético que auto-
catalisa a hidrélise acida das mesmas, dando origem a oligossacarideos e monossacarideos. Na
literatura é indicado que embora a adicdo de catalisadores acidos ao processo ndo seja necessaria
uma vez que ha formacéo de &cido acético durante 0 mesmo, quando estes sdo adicionados o grau de
deslenhificacdo atingido é superior [53].

O processo organossolve é também designado na literatura como um processo de desconstrugao

de biomassa, pois da origem a um material fibroso com menor teor de lenhina do que o incial.

c) Pré-tratamento por cozimento kraft

Os processos de produgdo de pasta, a partir de madeira ou outros materiais lenhoceluldsicos,
incluem uma etapa designada por cozimento, na qual a matéria-prima é tratada mecanica e/ou
quimicamente com o intuito de separar as fibras celulésicas para produgdo de pasta [46].

Existem diferentes processos de cozimento (quimico, semi-quimico, quimico-mecéanico e
mecanico) que se diferenciam pelas condi¢des aplicadas para a separacédo das fibras. O processo de
cozimento quimico tem por base a despolimerizacao e dissolucdo de lenhina num licor de cozimento
a temperatura e pressdo elevadas, enquanto que 0 cozimento mecanico usa apenas energia mecanica
para o tratamento da matéria-prima. Embora o processo quimico apresente menor rendimento do que
0 processo mecanico, € o mais utilizado a nivel industrial uma vez que neste processo as fibras
celulésicas sofrem menos degradacdo mecéanica obtendo-se pastas com maior resisténcia fisico-
mecénica [8, 34, 37]. O primeiro processo de cozimento quimico em meio alcalino foi o processo “a
soda” que utiliza hidroxido de sddio como reagente de cozimento. Mais tarde a introducdo de

sulfuretos na produgdo de pasta levou ao desenvolvimento do processo “ao sulfato”, que utiliza além
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de hidroxido de sddio, o sulfureto de s6dio como reagente ativo [37, 38]. Este processo, comumente
designado de “processo kraft”, ¢ aplicavel a quase todas as espécies de madeira e permite obter pastas
com maior resisténcia fisico-mecéanica [40]. Devido a diversidade de madeira que se pode utilizar
neste processo, tem-se verificado o aumento do interesse em também utilizar casca, ramos, serrim e
outros tipos de biomassa florestal de arvores folhosas como fontes de fibra alternativa [13].

O cozimento kraft tem vindo a ser explorado como processo de pré-tratamento ou de
desconstrucdo de biomassa lenhoceluldsica com um intuito de fracionar os seus constituintes para
obter fibras celul6sicas suscetiveis de serem usadas na producdo de agUcares simples [7]. Esta
tecnologia ja se encontra implementada a escala industrial para producéo de pasta de papel a partir
de aparas de madeira, o que torna apelativa a sua utilizacdo num contexto de biorefinaria [47].

i.  Breve descrigdo do processo de cozimento kraft

O cozimento kraft é realizado com uma solugdo de hidréxido de sddio (NaOH) e sulfureto de
sodio (NazS) denominada de licor branco ou licor de cozimento. Os agentes ativos no cozimento
kraft sdos os iGes hidroxido (OH") e hidrogenossulfureto (HS"), obtidos a partir das rea¢fes quimicas
seguintes [40]:

NaOH (aq) » Na*(aq) + OH™ (aq)

Na,S (aq) —» 2Na*(aq) + S? (aq)

$27(aq) + H,0 (aq) 5 HS(aq) + OH (aq)

Tecnicamente, a concentracdo dos agentes ativos é expressa de acordo com a terminologia

indicada na Tabela 1.3.

Tabela 1.3 — Terminologia associado ao cozimento kraft. Adaptado de [40].

Termo Definigéo Unidades
Alcali Ativo (AA) [NaOH + Na,S] INa,o/L
Alcali Efetivo (AE) [NaOH + 1/, Na,S] Inayo/L
. [Na,S]
Sulfidez (S x100 %
©) [NaOH + Na,S] °Naz0
. . Vi
Hidromaddulo (HM) o S réria prima L/kg
_ AA
Carga alcalina S — %

Mmatéria prima

Os parametros indicados acima sdo definidos com base no tipo de matéria-prima utilizada

no cozimento e nas propriedades pretendidas para a pasta, desde o indice kappa (1K), parametro de
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medida do grau de deslenhificacdo da pasta, ao rendimento depurado em pasta, que revela a perda
de polissacarideos e a produtividade da biomassa sob as condi¢des do cozimento.

O hidromédulo (HM) é geralmente estabelecido com base nas dimensdes do digestor e na
densidade da matéria-prima utilizada, sabendo-se que materiais lenhocelul6sicos com densidade
baixa, como a casca de E. globulus requerem hidromédulo maior, de forma a garantir a impregnacao
eficiente com licor [12]. A carga alcalina também influéncia o rendimento e a qualidade da pasta
uma vez que o seu aumento leva a intensificacdo da deslenhificacdo e da degradacdo parcial dos
polissacarideos presentes, devido a baixa de seletividade do processo para a deslenhificacdo [8].

O indice kappa (IK) é um pardmetro amplamente utilizado para estimar a quantidade de
lenhina residual nas pastas e permite efetuar estudos comparativos do grau de deslenhificacdo
atingido em diferentes cozimentos, com base na reducéo do IK. Este parametro é obtido por titulacdo
de pasta kraft, sob condigdes especificas, com uma solucdo de permanganato de potassio (KMnQO4)
e mede a quantidade total de material oxidavel presente na pasta. Na literatura existente descreve-se
que a lenhina residual e os acidos hexenurdnicos sdo 0s grupos que mais contribuem para o 1K [61,
62]. No entanto, este método ndo distingue a lenhina residual presente na pasta de outros grupos
suscetiveis a oxidacdo, como &cidos hexenurénicos, formados a partir do acido 4-O-metil-D-

glucorédnico presente na cadeia das xilanas durante o cozimento kraft [62].

O estudo do cozimento kraft como um método de pré-tratamento da casca de E. globulus foi
realizado em estudos recentes atraves da anélise do impacto das condi¢fes do processo (alcalinidade,
duracéo e temperatura) no rendimento depurado e no IK obtidos [11, 12]. Através de cozimentos
com diferentes fatores H, que combinam dura¢des em patamar de 60 e 80 minutos com temperaturas
de 160°C e 170°C, e carga alcalina entre 20% e 28% verificou-se que: para 0 mesmo fator H, o
aumento da alcalinidade do cozimento beneficia a deslenhificacdo eficaz do material; cozimentos
com fator H mais baixo apresentam rendimentos depurados baixos pois a quantidade de incozidos
resultante, que ndo é contabilizada no rendimento depurado, é maior; cozimentos com fator H maior
resultam no aumento da extenséo da deslenhificacdo traduzido pela diminuicdo do IK [12]. No
cozimento kraft da casca, com duracdo de 60 minutos a 170°C, observou-se que 0 aumento da
alcalinidade de 26% para 27% levou a um grande decréscimo do IK, de 18,4 para 10,0, sem afetar
significativamente o rendimento depurado, cujo valor se manteve entre 43,9% e 43,8%, denotando a
seletividade do processo de cozimento kraft para a casca [12]. Este estudo demonstrou a aptidao da
casca para o cozimento kraft, pela preservacéao dos polissacarideos com o aumento da deslenhificacao
[12].

Na literatura é também detalhado o estudo da casca de E. globulus enquanto fonte alternativa de

fibra celuldsica, por cozimento kraft, bem como o estudo da incorporagédo de casca no cozimento de
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madeira de E. globulus [13]. Comparativamente ao cozimento da madeira de E. globulus, no qual se
obteve um rendimento depurado de 58,9% e IK de 18,4, o cozimento da casca nas mesmas condicGes
processuais apresenta rendimento inferior, 47,2%, e IK superior, 36,1 [10]. Assim sendo, verificou-
se que a casca requer condi¢bes de cozimento mais severas para atingir 0 mesmo grau de
deslenhificacdo que o cozimento da madeira. Esta necessidade pode estar associada a elevada
guantidade de extrataveis polares presentes na casca, uma vez que esta é uma das principais

diferencas entre a composi¢do quimica da casca e da madeira [10, 12].

ii.  Reacdes da lenhina no processo de cozimento kraft

O fundamento da producdo de pasta kraft é a separacdo das fibras celuldsicas por
despolimerizag&o e solubilizagdo quimica da lenhina presente na matéria-prima, afetando o minimo
possivel os polissacarideos [24]. No cozimento kraft a clivagem das ligagdes entre as unidades de
fenilpropano resultam na redugéo do grau de reticulagdo e da massa molecular da lenhina, bem como
na libertacdo de grupos hidroxilo, que levam a dissolucdo progressiva da lenhina no licor de
cozimento.

Em meio alcalino o comportamento e estabilidade das ligagdes diferem entre si. As ligacdes
éter alquil-arilico entre as unidades de fenilpropano sdo clivadas e, com extensdo significativa,
também as ligacGes carbono-carbono do tipo aril-alquilo [24]. As ligacGes do tipo éter di-arilico e do
tipo carbono-carbono sdo estaveis nas condi¢bes do cozimento [24]. As ligagdes a- e B-arilico sdo
predominantes na estrutura da lenhina e por isso a sua clivagem é o principal responsavel pela
despolimerizag&o da lenhina [23, 38].

A despolimerizagéo e dissolucdo da lenhina no licor divide-se em trés fases: fase inicial, fase
principal e fase residual. A fase inicial ocorre a temperaturas inferiores a 140°C, sendo a velocidade
de deslenhificagdo baixa e o processo controlado pela difusdo dos agentes ativos na matéria-prima.
Nesta fase apenas 20 a 30% da lenhina é removida e ocorre a degradacéo de polissacarideos através
da reacgdo de peeling, que corresponde a clivagem de ligacdes glicosidicas em residuos terminais [24,
34, 38]. Com o aumento gradual da temperatura durante o cozimento atingem-se temperaturas
superiores a 140°C e a deslenhificacdo atinge a sua fase principal. Nesta fase, a percentagem de
deslenhificagdo € mais elevada, resultando na remocéo de cerca de 90% da lenhina, e a seletividade
para a deslenhificacdo € maxima, ou seja, a degradacao de polissacarideos é relativamente pequena
[24, 34, 38].

A fase final do cozimento a partir da qual ndo ha remogdo significativa de lenhina sem afetar a
qualidade das fibras, designa-se de fase residual. Esta fase é caracterizada por baixa seletividade e

velocidade de deslenhificacdo, ou seja, a velocidade de dissolucdo de polissacarideos torna-se
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significativa, podendo ultrapassar a da lenhina. Por estes motivos, o cozimento deve ser interrompido
nesta fase para evitar que o rendimento e as propriedades da pasta sejam afetadas [24, 34, 38, 42].
As reacdes da lenhina e dos polissacarideos que ocorrem durante o cozimento kraft, encontram-

se sumariadas na Tabela 1.4.

Tabela 1.4 — Principais reacdes da lenhina e dos polissacarideos durante o cozimento kraft. Adaptado de [38, 64].

Fase do cozimento Reac0es da lenhina Reacdes dos polissacarideos

Clivagem das ligages a-O-4 em Remocso sequencial de unidades de

unidades fendlicas: acucar do extremo redutor da cadeia
de

unidades fendlicas; L ) )
Estabilizagdo do polissacarideo

Reac0es de condensacao; (reacBes de blogueio - stopping);

Clivagem das ligagdes B-O-4 em

unidades ndo fendlicas; . ) L
) o Hidrolise alcalina de ligagdes
Clivagem das ligagdes a-O-4 em glicosidicas, seguida de

unidades fendlicas: remocéo sequencial de unidades de
o ) ) acucar do extremo redutor da cadeia
Principal Clivagem das ligagdes B-O-4 em (e
unidades fenélicas: polissacarideo (peeling secundario);
Reagdes de condensagio; Estabilizaco do polissacarideo

Clivagem de ligacdes carbono- (Stopping);

carbono;

Clivagem de ligacBes carbono-

Residual carbono: Clivagem de ligagbes carbono-

3 5 carbono;
Reacdes de condensacéo;

A clivagem da ligagéo a-O-4 requer a ionizagédo do seu grupo fendlico em meio alcalino e resulta
na formacédo do intermediario derivado quinona (1), que € a base das restantes reacdes de degradacédo
da lenhina. O mecanismo desta reacdo encontra-se na Figura A. 1 do Apéndice A. As ligacbes p-O-
4 entre unidades fenodlicas sdo rapidamente clivadas por adicdo nucleofilica de ides
hidrogenossulfureto (HS") ao intermediario derivado quinona previamente formado, como se observa
no mecanismo da Figura A. 2 do Apéndice A. Por outro lado, a clivagem de ligacdes B-O-4 entre

unidades nao-fendlicas é mais lenta, sendo que a velocidade desta reacdo depende da concentracdo
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de ides hidréxido (OH-) no meio [8, 23]. O mecanismo da reacdo encontra-se na Figura A. 3 do
Apéndice A.

A clivagem de ligacGes carbono-carbono ocorre na cadeia lateral, entre cadeias laterais e entre a
cadeia lateral e o anel aromatico de unidades de fenilpropano, resultando na formacéao de estruturas
com grupos carbonilo [24]. Uma pequena fracdo da lenhina é degradada pela clivagem de ligacOes
carbono-carbono da cadeia lateral do derivado quinoénico, que leva a eliminagéo total ou parcial das
cadeias laterais (Figura A. 4). Por fim ocorrem as reagdes de condensacao que consistem na formacao
de ligacGes carbono-carbono estaveis entre duas ou mais unidades de fenilpropano, o que resulta no
aumento do peso molecular da lenhina, podendo levar a precipitagdo desta sobre as fibras celulésicas
(Figura A. 5) [64].

iii.  Reac0Oes dos polissacarideos no processo de cozimento kraft

O processo de cozimento kraft resulta numa perda consideravel de hidratos de carbono
presentes na matéria-prima, isto é, celulose e hemiceluloses. As principais reagGes dos
polissacarideos em meio alcalino séo a clivagem das ligagdes glicosidicas em residuos terminais
(reagdes de peeling), as reacOes de estabilizagdo (rea¢Oes de stopping) e a hidrolise de grupos acetilo
das xilanas [40]. A degradagdo de polissacarideos durante o cozimento kraft depende da sua
acessibilidade e da cristalinidade das fibras, bem como das condi¢Ges do meio reacional como o pH,
a temperatura e a concentragdo dos reagentes de cozimento [40].

A reacdo predominante responsavel pela degradacgdo e dissolucdo dos polissacarideos é a
reacdo de peeling que leva ao encurtamento da cadeia principal por eliminacdo sucessiva do
mondmero redutor [24, 34]. Esta reacdo causa perda de rendimento e ocorre na fase inicial do
cozimento e, em conjunto com a hidrolise dos grupos acetilo das hemiceluloses, que séo eliminados
como &cido acético, é responsavel pelo consumo de reagentes alcalinos [23, 24, 34].

A perda de material na fase inicial do cozimento termina quando ocorre a reagdo de
estabilizacdo dos polissacarideos através das designadas reacdes de stopping, que impedem posterior
remocdo e a perda do polissacarideo completo. A paragem da remocdo de residuos terminais deve-
se ao rearranjo do grupo terminal e/ou a inacessibilidade fisica do regante a cadeia do polissacarideo
[40]. Os mecanismos das reac¢des de peeling e de stopping encontram-se ilustrados na Figura A. 6 do
Apéndice A.

Os polissacarideos mantém-se estaveis até o processo atingir a fase de temperatura mais
elevada do cozimento, e nesta ocorre a clivagem aleatéria, por hidrolise alcalina, de ligagdes
glicosidicas ndo-terminais dos polissacarideos, resultando na reducdo do grau de polimerizagao dos
mesmos e na formacdo de novos terminais redutores, que sofrem remocdo sequencial (reacdes de

peeling secundério) [8, 34].
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As hemiceluloses das folhosas, essencialmente Xilanas, sdo mais resistentes as reacoes de
peeling do que as hemiceluloses das resinosas, permanecendo na pasta ainda que com perdas
substancias do grau de polimerizacdo [27]. Na literatura é reportado que a estabilidade das xilanas
deve-se a presenca de residuos de acido 4-O-metilglucordnico na unidade terminal, que durante o

cozimento sdo convertidos em acidos hexenurénicos removidos ao longo do processo [60].

1.3.2. Pré-extracao de compostos fendlicos

Na literatura é indicado que a incorporacéo de casca de E. globulus no processo kraft resulta em
menor rendimento e grau de deslenhificagdo em comparagdo com o cozimento de madeira [11-13].
Relativamente a hidrolise enzimatica da biomassa florestal sujeita a pré-tratamento por cozimento
kraft, estudos anteriores mostram que, para a madeira de E. globulus, a conversédo de polissacarideos
em acgucares simples é de 91% enquanto no caso da casca a conversdo é de apenas 3%, indicando
gue praticamente ndo ocorre hidrélise dos polissacarideos presentes na casca [11].

A casca de E. globulus possui na sua composi¢do quimica uma quantidade elevada de
extrataveis polares, em especial compostos fendlicos, comparativamente a madeira da mesma espécie
[10, 12, 13, 20]. A presenca destes compostos na casca podera ser responsavel pela diminui¢éo do
grau de deslenhificagdo e do rendimento depurado no cozimento kraft, bem como pela inibi¢do da
sacarificacdo condicionando a conversdo dos polissacarideos em agucares simples [11].

Em estudos anteriores foi abordada a extracdo de compostos fenolicos presentes na casca de E.
globulus como um processo que antecede a desconstrucdo por cozimento kraft da mesma. Esta
abordagem permite ndo sO beneficiar a desconstrugdo da casca, minimizando a perda de
polissacarideos suscetiveis a sacarificacdo, mas também promover a extragdo de compostos fenélicos

com valor acrescentado e propriedades anti-oxidantes [12].

As caracteristicas do extrato e a seletividade da extragdo de extrataveis polares, em especial
compostos fenolicos, é influenciada pelo meio de extracdo, pela temperatura de patamar e pela
duracéo da extracédo [14, 21].

Na literatura é descrita a otimizagdo destas condigdes, estabelecendo que uma extragdo a 82,5°C
durante 264 minutos com uma mistura etanol/agua (52%/48%) maximiza o teor de compostos
fendlicos totais no extrato, resultando num rendimento de extragdo de 5,2% (M/Mcasca) €M que a
fracdo de fendlicos totais no extrato é de 32,3% (Mgeae/Mextrao) [21]. Encontra-se ainda descrito que
0 cozimento kraft da casca previamente extraida com etanol/agua, em comparagdo com o cozimento
de casca tal e qual sob as mesmas condic@es (duracdo de 60 minutos a uma temperatura de patamar
de 170°C, com carga alcalina de 24% e 26%), resultou na diminuicéo do IK, de valores entre 20,3 e

18,4 para 16,7 e 16,4, e aumento do rendimento depurado em pasta de 45,0% e 43,0% para 46,2%,
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contribuindo para o ponto de vista de que os extrataveis prejudicam a deslenhificacdo através do
consumo dos reagentes necessarios para a remogdo da lenhina [12].

A extracdo de compostos fenolicos pode também ser realizada utilizando agua como meio de
extracdo, reportando-se na literatura que a extragdo a 140°C durante 60 minutos maximiza a sua
remocdo e corresponde a um rendimento de extracdo de 8,85% (M/Mcasca) €M que a fracdo de
fendlicos totais no extrato € de 21,65% (Meae/Mexrrato) [15]. Através do estudo desta extracdo para
diferentes fatores H, verificou-se que o limite maximo de extracdo de compostos fenolicos néo é
concordante com a evolugéo do rendimento de extracdo, considerando-se que o prolongamento do
tempo de extracdo e/ou 0 aumento da temperatura provocam a dissolu¢do de compostos presentes na
casca que ndo sdo fendlicos, mas contribuem para 0 aumento do rendimento [15].

O processo de pré-extracdo da casca de E. globulus com a mistura etanol/agua e com agua
permite estabelecer uma visao integrada do processo global de producgdo de agucares simples a partir
de casca. Desta forma, torna-se possivel fechar um ciclo de valorizagéo e aproveitamento da casca
tirando partido do processo de pré-extracdo ndo s6 para a producdo de compostos fenolicos, mas
também para a desconstrucao da casca e consequente producdo de agUcares simples por sacarificacdo
[11, 12, 15].

1.4. Tratamento enzimatico de materiais lenhocelulésicos

Apds o pré-tratamento do material lenhocelulésico, a celulose e as hemiceluloses encontram-
se mais acessiveis as enzimas, facilitando a sua despolimerizagdo com formacdo de agucares
fermentaveis [47]. Para a hidrdlise enzimatica das fibras de celulose presentes na pasta é necessaria
a acao de enzimas pertences a classe das hidrolases, especialmente celulases [65].

O mecanismo de hidrdlise enzimatica da celulose (Figura 1.15) requer a agdo combinada das
endoglucanases, com as celobiohidrolases e as B-glucosidades, sendo que o sinergismo deste sistema
de celulases resulta em atividades enziméticas mais elevadas do que a a¢&o isolada das enzimas [66]:

e Asendoglucanases clivam de forma aleatéria as ligacdes glicosidicas do tipo S(1 — 4)

dentro da cadeia de celulose. Embora a sua acdo resulte numa reducdo rapida do grau de
polimerizagdo, acaba por libertar lentamente os aglcares da zona cristalina produzindo
glucose e oligossacarideos de tamanho variavel;

e As exoglucanases dividem-se em celobiohidrolases e glucanohidrolases. As
glucanohidrolases sdo as menos usadas, embora consigam libertar a glucose diretamente
da cadeia polimérica. As celobiohidrolases podem dividir-se em dois tipos, as que

removem a celobiose no sentido do terminal ndo-redutor para o terminal redutor
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(celobiohidrolases I), e as que removem a celobiose no sentido oposto (celobiohidrolases
1);
e As B-glucosidases sdo as ultimas a atuar, hidrolisando a celobiose em unidades de

glucose.

' Endoglucanases 08 Celobiose
® Celobiohidrolases I Glucose
<> Celobiohidrolases II

B-glucosidases % o0 o

Figura 1.15 — Mecanismo do processo de hidrolise enzimética da celulose. Adaptado de [67].

A atividade enzimatica de um sistema de celulases depende de um conjunto de fatores,
destacando-se a natureza do substrato e do solvente, bem como o pH e a temperatura do meio. Estes
altimos requerem especial aten¢do uma vez que a sua variagao para la do intervalo 6timo de atuacéo
de cada enzima pode resultar na desnaturacdo da mesma [68]. No caso do sistema de celulases
descrito acima as condicfes de atuagdo do sistema encontram-se no intervalo de pH entre 4,5e 5,0 e
no intervalo de temperatura entre 45°C e 50°C.

Na literatura sdo reportados ensaios de hidrélise enziméatica de diferentes subprodutos
florestais de E. globulus, como galhos, finos e casca, previamente processados por cozimento kraft,
bem como de pastas industriais para referéncia [11]. Ao longo dos ensaios, realizados sob as mesmas
condi¢des de atuagdo, a libertacéo de agucares foi monitorizada determinando-se a eficiéncia de cada
ensaio em termos de concentragdo de agUcares e conversao dos polissacarideos em glucose e xilose.

Os materiais lenhoceluldsicos sujeitos a cozimento kraft, & excecao da casca de E. globulus,
demonstraram uma elevada digestibilidade por hidrolise enzimatica, em especial as pastas obtidas
laboratorialmente a partir de finos e galhos que apresentaram rendimentos em conversao de 95% e

85%, respetivamente. O comportamento destes materiais aproxima-se do registado para a pasta
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industrial de madeira de E. globulus, cuja conversdo em glucose e xilose atingiu valores entre 91%
e 95%, respetivamente [11]. Estudos anteriores indicam que a conversdo de polissacarideos em
acuUcares simples na hidrolise enzimética de pasta industrial de madeira de E. globulus € superior,
guando € utilizado um volume de mistura comercial de enzimas Cellic Ctec 2 correspondente a uma
carga enzimatica de 25 FPU/gnc [69, 72].

O processamento da casca por cozimento kraft a uma temperatura de patamar de 170°C
durante 60 minutos com alcalinidade de 26%, resultou em pasta com IK 18,4 e a hidrélise enzimatica
da fracdo solida resultante apresentou conversdo em acUcares redutores de 3,1%, indicando que ndo
ocorreu praticamente hidrolise de polissacarideos. Perante estes resultados foram estudadas possiveis
etapas de pré-processamento da casca, de forma a esclarecer quais as condicionantes da hidrdlise
enzimatica da casca, como: a pré-extracdo de compostos fendlicos com etanol/agua; o aumento da
carga enzimatica da hidrolise; a melhoria da lavagem da pasta e aumento da carga alcalina do
cozimento; e a reducéo do teor de sélidos iniciais na hidrdlise e controlo do pH [11].

Tal como foi mencionado anteriormente a pré-extracdo de compostos fendlicos presentes na
casca influencia o cozimento kraft da mesma, permitindo produzir pastas com menor teor de lenhina
residual sem afetar significativamente o rendimento depurado. Os resultados obtidos em estudos
anteriores mostram que a pré-extragdo seguida de cozimento kraft, nas mesmas condi¢es utilizadas
para a casca tal e qual, resulta em pasta com IK 16,4 cuja hidrdlise enziméatica ndo é completa,
registando-se uma conversédo de polissacarideos em acucares simples de 59,1% [11].

No pré-processamento por aumento da carga enzimatica da hidrélise, para a mesma
concentragdo de substrato, pasta de casca, encontra-se disponivel uma maior concentracdo de enzima.
Este estudo indica que a velocidade da hidrélise aumenta com o0 aumento da carga enzimatica
resultando numa maior conversdo de polissacarideos em agucares simples ao longo do tempo. No
entanto, para este pré-processamento a hidrélise ndo é completa registando-se uma conversdo em
acucares de 67,8% [11].

Na literatura sdo também reportados estudos que indicam que 0 aumento da carga alcalina
do cozimento kraft da casca permite obter pastas com IK semelhante ao das pastas de madeira de E.
globulus. Ainda assim a hidrélise enzimatica da pasta de casca apresenta uma conversao em agucares
simples baixa, 30,9 %, que pode ser causada pela formacdo de compostos inibidores da hidrélise
devido ao uso de cargas alcalinas elevadas [11].

Por ultimo a reducdo do teor de sélidos iniciais na hidrolise e o controlo rigoroso do pH ao
longo do ensaio, permitiram atingir uma conversao em agucares simples significativa, 76,1%.

De entre os pré-processamentos estudados, a reducao do teor de so6lidos iniciais na hidrdlise

atinge a maior conversdo de polissacarideos em agucares simples. Contudo, a diminuicéo do teor de
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solidos corresponde a uma menor concentracdo de polissacarideos iniciais na hidrélise, o que afeta
de forma indesejavel a concentracdo da solucdo de agucares simples obtida.

Verifica-se assim que este pré-processamento permite melhorar a hidrolise enzimatica da
casca, mas a reducdo do teor de solidos iniciais reduz de forma indesejavel a concentragdo da solucao

de acucares final [11].
1.5. Objetivos do trabalho

A casca de Eucalyptus globulus é um subproduto comum na induUstria da pasta de papel e,
dada a sua abundancia e composic¢éo quimica, tem vindo a ser estudada a sua utilizagdo no contexto
de biorefinaria, nomeadamente para a producdo de solugdes de agucares simples. A casca de E.
globulus difere da madeira da mesma espécie, essencialmente no seu elevado teor de extrataveis
polares, nomeadamente compostos fendlicos. Contudo, em comparagdo com a madeira, 0 cozimento
kraft da casca requer condi¢des mais severas para atingir o mesmo grau de deslenhificacéo e
rendimento depurado e, na hidrélise enzimatica, a conversao dos polissacarideos presentes na fracéo
solida resultante em acucares simples é bastante inferior.

Pelo exposto anteriormente, torna-se necessario estudar o impacto da pré-extragdo da casca
de E. globulus, segundo duas abordagens (uma com mistura etanol/agua e outra com agua), na
desconstrugdo deste material lenhocelul6sico, por cozimento kraft, e na hidrélise enzimatica da pasta
resultante. Desta forma, pretende-se selecionar a combinacdo das condi¢BGes processuais da pré-
extracdo e do cozimento kraft que beneficiam a conversao de polissacarideos em agucares simples.
De maneria a atingir estes objetivos foram consideradas as seguintes etapas:

e Caracterizagdo quimica da casca e da madeira de E. globulus;

e Estudo da pré-extracdo da casca segundo duas abordagens diferentes;

e Caracterizagdo quimica da casca extraida com etanol/agua e da casca extraida com agua;

¢ Avaliagdo do desempenho da casca tal e qual no cozimento kraft;

e Auvaliagdo do desempenho da casca extraida no cozimento kraft;

e Caracterizacdo quimica sumaria da pasta de casca tal e qual e das pastas de casca extraida;

e Estudo da hidrélise enzimatica da pasta de casca tal e qual e das pastas de casca extraida.
Por fim, de forma a perspetivar a exploracdo da casca de E. globulus para a producéo de soluctes

de acUcares simples a uma escala industrial, realizar-se-4 o estudo do balango de massa global a cada

sequéncia de processos de valorizag&o.
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Capitulo 2 - Materiais e Métodos

A metodologia experimental foi dividida em quatro secles: a caracterizagdo quimica suméria da
casca e da pasta de E. globulus, a extragdo dos compostos fendlicos presentes na casa de E. globulus,
0 cozimento da casca previamente extraida e da casca tal e qual, e o tratamento enzimético das pastas.
A Figura 2.1 mostra o esquema experimental adotado neste trabalho.

Na primeira sec¢do deste capitulo sdo descritas as metodologias utilizadas na caracterizacéo
quimica da casca tal e qual, da casca extraida e da pasta produzida por cozimento kraft; na segunda
apresentam-se os procedimentos e as condigdes utilizadas para a extracdo da casca em diferentes
meios; na terceira sec¢do descreve-se a metodologia utilizada no cozimento kraft da casca
previamente extraida e da casca tal e qual; por fim, na quarta sec¢do indicam-se as metodologias
utilizadas para a hidrdlise enziméatica das diferentes pastas, para a quantificagdo dos agucares

redutores e para a determinacao da atividade enzimatica da mistura comercial de enzimas utilizada.

Preé-tratamento da casca

ro- - - - N\
I ; . ; | Hidroélise
Casca lf | —-I Cozimento Kraft I .
| enzimatica
N L/
Y Y
Caracterizagio Caracterizagdo Caracterizagdo Quantifica¢do
quimica da casca quimica da casca quimica das dos aguicares
extraida pastas redutores

Figura 2.1 — Esquema do trabalho experimental realizado.

2.1. Caracterizacdo quimica sumaria da casca e da pasta de E. globulus

2.1.1. Preparacdo da amostra para analise

A caracterizacdo quimica, a extracdo de compostos fendlicos e o cozimento kraft foram
realizados em amostras de casca seca de E. globulus provenientes da unidade de descasque da
unidade industrial de Cacia da The Navigator Company, sendo que antes do seu descasque 0s toros
de madeira foram lavados com agua para facilitar este processo. A casca foi preparada para analise
segundo a norma TAPPI T-257 cm-85. A casca foi seca a temperatura ambiente até humidade de
equilibrio, moida num moinho de martelos e crivada, selecionando-se a fracdo granulométrica de 40
— 60 mesh. A pasta kraft foi seca a temperatura ambiente até atingir uma humidade de equilibrio

abaixo de 15%, antes de ser caracterizada.
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2.1.2. Metodologia analitica

Na sua maioria 0s procedimentos seguidos para a caracterizacdo quimica da casca encontram-se
normalizados, tendo sido introduzidas algumas alteragdes que se encontram explicitadas na descricéo

dos métodos.

2.1.2.1.  Humidade
Para que a caracterizacdo sumaria da matéria-prima seja realizada numa base seca, foi
determinada a humidade da amostra sempre gque necessario, com base na norma NP EN 20638.
Foram pesadas 2 g de amostra para um copo previamente pesado, que foi depois colocado

numa estufa a 105°C até se obter um peso constante.

2.1.2.2. Cinzas

Tendo por base a norma TAPPI 211 om-02, cada cadinho previamente calcinado a 525+25°C ¢
pesado antes e depois da adi¢do de 2 g de amostra, sendo depois colocado na mufla 525+£25°C. Para
finalizar, os cadinhos com amostra incinerada foram retirados da mufla e colocados no exsicador,
sendo depois pesados para determinar o teor de cinzas na amostra.

Para a determinacédo do teor de cinzas na pasta o procedimento é semelhante, tendo por base a
ISO 2144 e a incineragdo de 10g de pasta a 900£25°C.

2.1.2.3.  Extrataveis em etanol/tolueno

A quantificacdo de extrataveis em etanol/tolueno foi realizado simultaneamente a preparacao
de amostras para analises que exigem a extracdo prévia da casca, segundo o procedimento descrito
na norma TAPPI T204 om-88, com algumas alteraces.

Foi realizada a extracédo de 4 g de casca em Soxhlet com capacidade de 100 mL com 500 mL
de solucdo etanol e tolueno na razdo 1:2 (v/v), durante 4 horas. Terminada a extracdo, a amostra foi
submetida a lavagem com etanol quente e em seguida com agua quente, durante a filtragdo, para
remover o tolueno remanescente. Os extratos recolhidos no baldo do sistema foram evaporados e

secos numa estufa a 105°C durante uma hora, de forma a serem quantificados gravimetricamente.

2.1.2.4. Lenhina Klason e lenhina soltvel

De uma forma geral, neste método os polissacarideos presentes na amostra de casca ou de
pasta sao hidrolisados até a sua solubilizacdo por agdo sucessiva de H,SO. concentrado a temperatura
ambiente e H,SO, diluido a fervente. Para este efeito 1 g de amostra de casca sem extrataveis foi

hidrolisada a 20°C em 15 mL de H,SO4a 72%, seguidamente é diluida com &gua destilada até 300
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mL e submetida a refluxo durante 2 horas. Para as amostras de pasta o procedimento é semelhante,
diferenciando-se na adicdo de 40 mL da solucdo de H,SO.a 2 g de pasta sem extrataveis e a diluicdo
com agua destilada até 1540 mL. A lenhina insolUvel € retida por filtracdo em cadinho de vidro
sinterizado n° 2 e lavada com &gua quente até atingir um pH neutro, recolhendo-se o filtrado num
baldo de 1000 mL para ser utilizado na determinacéo do teor de lenhina solGvel.

Durante este processo uma parte da lenhina é solubilizada, sendo necessario quantifica-la
uma vez que o conteudo total de lenhina na amostra corresponde a soma da lenhina insolavel (ou
lenhina Klason) e da lenhina soltvel. Verifica-se também que a hidrdlise &cida dos polissacarideos,
com acido sulfarico resulta na formacdo de produtos de degradacdo derivados de furfural e
hidroximetilfurfural que se encontram solubilizados no filtrado e podem interferir na quantificagdo
da lenhina soluvel.

No procedimento convencional, descrito na norma TAPPI 250, a lenhina soltvel é
quantificada pela absorvancia do filtrado proveniente do tratamento hidrolitico a um comprimento
de onda de 205 nm. No entanto, com o intuito de diminuir a interferéncia causada pelos produtos de
degradacdo dos polissacarideos, a quantificacao da lenhina soltvel realizou-se ajustando o pH de 20
mL do filtrado diluido para que se encontrasse entre 9 e 10. A esta solucao adicionou-se NaBH. (50
mg) para reduzir os grupos cromoforos provenientes dos agucares e, passados 20 minutos, acidificou-
se a solugdo até ser atingido um pH inferior a 2. A solugdo obtida foi diluida com agua destilada até
50 mL e efetuou-se a leitura da absorvancia num espetrofotémetro a 280 nm utilizando como
referéncia uma solucéo de H,SOsa 1,8% sujeita a0 mesmo tratamento que a amostra (norma TAPPI

UM 250). O teor de lenhina soltvel (Lg,;) foi determinado com base nas Equacfes 2.1 e 2.2.

Lso; (%) = _ (xVa 2.1
Vaxmamostra

s .

LS ™ e xL '

C.s — Concentragdo de lenhina soltvel na amostra, em g/L;

Abs — Absorvancia;

& — Absortividade especifica (25,3 L g~tcm™1)

L — Comprimento da célula (1 cm);

V,; — Volume final da diluicdo da amostra de filtrado &cido, em mL;
V, — Volume da amostra de filtrado acido, em mL;

Mamostra — Massa seca da amostra, em g.
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2.1.2.5. Pentosanas

O teor de pentosanas na amostra de casca previamente extraida foi determinada segundo o
método descrito na norma TAPPI T223 cm. As hemiceluloses sofrem hidrolise acida na presenca de
HCI quente, resultando na formacéo de furfural a partir das unidades de xilose e de outras pentoses
presentes na amostra. O furfural formado é recuperado por destilagdo e, reagindo com orcinol, forma
um complexo corado que permite a sua quantificacdo por espetrofotometria de absor¢éo visivel. Para
este efeito a 0,25 g de amostra adicionaram-se 20 g de NaCl e 100 mL de HCI 3,85 N e efetuou-se a
destilagdo desta mistura para um baldo em banho de gelo. Terminada a destilacdo, adicionaram-se
25 mL do reagente de orcinol a 5 mL do destilado obtido, manteve-se a mistura durante uma hora
num banho termostatico a 25°C e perfez-se 0 volume do baldo com etanol, deixando-o no banho por
mais uma hora. Por fim, leu-se a absorvancia das solu¢bes num espetrofotémetro UV-Vis a 630 nm,
utilizando como branco uma solucdo de 5 mL de HCI 3,85N que sofreu 0 mesmo tratamento que o
destilado, e obteve-se o teor de pentosanas na amostra através da curva de calibragdo indicada na

Figura 2.2, elaborada de acordo com a metodologia indicada no Apéndice B.1.
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Figura 2.2 — Curva de calibracdo para o calculo do teor de pentosanas.

A partir da absorvancia lida a 630 nm pela curva de calibracdo obtém-se a massa de
pentosanas na toma inicial de casca ou pasta, determinando-se o teor de pentosanas a partir da
Equacéo 2.3.

mPentosanas
%Pentosanas = 0w 2.3
w

Mpentosanas — Massa de pentosanas na toma, em mg;

w — Massa da toma em base seca, em g.
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2.2. Extragéo da casca de E. globulus

Um dos objetivos deste trabalho ¢é a avaliacdo da extracdo dos compostos polifendlicos presentes
na casca de E. globulus, com diferentes niveis de severidade. Para este fim, a extracdo da casca foi
realizada em dois meios diferentes (dgua e mistura etanol/agua) e sob condi¢Ges de operacdo
(hidromddulo, duracdo e temperatura de extracdo) que maximizam a remocao daqueles compostos,
segundo estudos anteriores [15, 21].

Para cada meio de extragdo foram realizados dois ensaios num digestor rotativo que permite a
programacéo da duracdo e da temperatura da extracdo, utilizando casca de E. globulus com a mesma
proveniéncia da casca utilizada na caracteriza¢do quimica sumaria. Antes de se iniciarem 0s ensaios
determinou-se a humidade da casca utilizada, de forma a calcular a massa de casca a pesar para
garantir que se encontram 150 g de casca seca em cada digestor e determinar corretamente o volume

de 4gua a adicionar aos mesmos. As condi¢des de extracdo estdo indicadas na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 — Condices de operacdo para as extragdes de casca em diferentes meios.

] . Duracio em patamar Rampa de
Meio de extracao HM Tpatamar (CC) ) .
(min) aquecimento
Agua 140 60
Etanol/Agua 8 1"C/min
83 264
(52%/48%)

No final da extracdo, a casca extraida foi retirada dos digestores, lavada com 5 L de solucédo

igual & utilizada na extracéo e centrifugada em seguida.

2.3. Cozimento kraft da casca de E. globulus

Apobs a extracdo da casca em dois meios diferentes, prosseguiu-se para o cozimento kraft da
casca extraida e da casca tal e qual. O cozimento kraft da casca foi realizado no mesmo digestor
rotativo utilizado nas extracOes, pretendendo-se avaliar o impacto da extragdo prévia no cozimento
kraft da casca em termos de indice kappa, rendimento em pasta e composi¢do em polissacarideos.
As condicdes de cada cozimento foram definidas com base em estudos anteriores.

Para a casca tal e qual realizaram-se cozimentos com a mesma temperatura, mas duragdo em
patamar diferentes e alcali ativo (AA) do licor de cozimento entre 22% e 28%. Relativamente a casca
extraida tanto em agua como em etanol/agua, os cozimentos realizaram-se com apenas uma

combinagdo de temperatura e duracdo em patamar variando apenas o alcali ativo (AA) do licor de
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cozimento entre 22% e 28%. As varidveis temperatura e duracdo em patamar foram agrupadas numa
s0 variavel denominada fator H. As condigdes dos cozimentos realizados para as diferentes matérias-

primas encontram-se sistematizadas na Tabela 2.2.

Tabela 2.2 — Condig6es do cozimento da casca tal e qual e da casca extraida em etanol/agua e em agua.

Casca tal e qual
Casca tal e qual g

Casca sxtral'da
AA (%) 22: 24; 26; 28 22: 24; 26; 28
Tpatamar (°C) 170 170
Duracéo em patamar (min) 180 60
HM 8 8
indice Sulfureto (%) 28 28
Fator H 2983 1114

Antes de cada ensaio foi determinada a humidade de cada amostra de casca, de forma a
garantir que eram utilizadas 150 g de casca seca em cada digestor. O licor de cozimento foi preparado
por dissolucdo de quantidades previamente calculadas de NaOH, Na,S e Na,COj3 para cada ensaio,
confirmando-se a composicdo do licor de cozimento de acordo com a norma SCAN-N 8:2, mais
comumente designado por teste ABC. Neste teste através de trés titulagcBes sucessivas do licor
preparado é possivel determinar a concentracdo real dos compostos presentes no mesmo e fazer
corregdes ao licor de forma a garantir que este tem a carga alcalina pretendida. Terminado o processo
de cozimento no digestor rotativo a pasta produzida é crivada, centrifugada e lavada, numa sequéncia

de processos utilizando o crivo, a centrifuga e o depurador apresentados na Figura 2.3, de forma a

garantir a remocéo de vestigios do licor negro da pasta e matéria-prima incozida.

/

Figura 2.3 — Operacdes de cbzimento, lavagem e crivagem das pastas kraft.
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A pasta obtida bem como os incozidos retirados sdo pesados de forma a determinar a
humidade da pasta, o rendimento total e o rendimento depurado do cozimento. Determina-se ainda
o indice kappa (IK) da pasta para estimar o teor de lenhina residual na mesma e, consequentemente,
o0 grau de deslenhificacdo atingido nos cozimentos. A proporcionalidade entre o IK e a lenhina total
é tipicamente dada pela relacdo LT (%) = 0,15 x IK, embora esta relacdo possa ser influenciada

pela espécie de madeira e pelo tipo de cozimento.

2.3.1. Determinacdo do indice kappa da pasta

O consumo de permanganato de potassio na oxidagdo da pasta, em condigdes especificadas,
permite obter uma indicagdo do grau de deslenhificacdo da pasta. A determinacgdo do indice kappa
nas pastas realizou-se com base na Norma Portuguesa NP 3186/95.

Pesaram-se entre 10 a 13 g de cada amostra de pasta himida e desintegrou-se cada toma de
pasta em 500 mL de &gua destilada, até desaparecem feixes e aglomerados de fibras, a uma
temperatura de 25,0 £ 0,2°C. Apds a desintegragdo adicionou-se agua até perfazer 790 mL e lavou-
se 0 desintegrador. Num copo de 250 mL adicionou-se 100 mL de solugdo padronizada de KMnO4
0,02 M e 100 mL de H,SOs 2 M, aqueceu-se a mistura a 25°C, sendo esta depois adicionada a
suspensdo de fibra, lavando-se o copo com 10 mL de &gua destilada. Ao fim de 10 minutos exatos a
reacdo € terminada com a adicdo de 20 mL de solucdo de KI 2 M e titulou-se o iodo livre com a
solucéo padronizada de Na,S,0s 0,2 M, utilizando uma solugéo de amido como indicador. Realizou-
se um ensaio em branco procedendo da forma descrita, mas sem utilizar amostra.

O indice kappa (IK), expresso como um valor numérico, é dado através das Equagdes 2.4 e

2.5.
V, — V)X
Vl — ( 2 3) Na2S203 24
0,02 x5
Vixd
IK = 25
m

V, —Volume, em mL, da solugdo de Na.S.Os consumida no ensaio em branco;

V5 —Volume, em mL, da solugdo de Na,S,03 consumida pela amostra de pasta;

Cnazs203 — Concentracdo da solugdo de NazS;03;

Vi —Volume, em mlL, da solugdo de KMnQO, consumido na determinagéo;

d — Fator de correcéo para o consumo de 50% de KMnOse depende do valor de V; (Tabela fornecida
em anexo a NP 3186);

m — Massa, em g, da toma de ensaio de pasta absolutamente seca.

37



Capitulo 2 — Materiais e Métodos

2.4. Tratamento enzimatico das pastas de casca tal e qual e de casca
extraida

2.4.1. Medicdo da atividade enzimatica

Em estudos anteriores foi analisada a hidrélise enzimatica de pasta de madeira de E. globulus
e, consequentemente, a conversdo de polissacarideos em aclcares redutores utilizando diferentes
misturas comerciais de enzimas [69, 72]. Os resultados destes estudos sugerem que a mistura
comercial Cellic Ctec 2 permite atingir a maior conversao de polissacarideos em agucares redutores,
de entre as misturas comerciais estudadas. As condigdes 6timas de atuacao de Cellic Ctec 2 sdo: pH
entre 4,5 e 5,0 e temperatura entre 45°C e 50°C.

A medicdo da atividade enzimatica das celulases presentes em Cellic Ctec 2 foi realizada
com base na hidrdlise da celulose, pelo método do papel de filtro [70]. Para este método utilizou-se
acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), tampdo citrato de sédio 50 mM pH=4,8 e celulose como substrato,
na forma de tiras de papel de filtro (1,0 x 6,0 cm) Whatman No. 1 (= 50 mg) [70].

Para determinar a atividade enzimética de Cellic Ctec 2 as tiras de papel de filtro foram
enroladas e colocadas em tubos de ensaio com tampa. Em cada tubo de ensaio adicionou-se 1000 pL
de tampéo citrato de sodio e colocaram-se os tubos num banho a 50 °C durante, aproximadamente,
10 minutos com o intuito de saturar as tiras de papel com tampao citrato e assim otimizar as condigdes
para a mistura comercial Cellic Ctec 2.

Posteriormente, adicionou-se em cada tubo 500 pL de Cellic Ctec 2 previamente diluida em
tampdo e incubaram-se 0s tubos de ensaio durante 60 minutos a 50 °C. Ap0s esse periodo o0s tubos
foram transferidos para um banho de agua a 100°C onde permaneceram durante 5 minutos, sendo
depois colocados num banho de agua gelada durante 5 minutos. Depois do arrefecimento dos tubos
adicionou-se 20 mL de agua ultrapura em cada um e deixou-se repousar para garantir que nao
existiam solidos suspensos. Este procedimento é também aplicado ao branco de reagente, 1500 pL
de tampéo citrato, e aos padrdes de controlo de enzima, 1000 pL de tampéo e 500 pL de mistura
comercial diluida, e de controlo de substrato, 1500 uL de tampéo adicionados a uma tira de papel de
filtro.

O desenvolvimento de cor foi relacionado com a concentracao de glucose através de leitura
da absorvancia de cada solugdo no espetrofotometro UV-Vis a um comprimento de onda de 540 nm,
contra o branco e as solugdes de controlo, e através da curva de calibragdo da glucose (Figura 2.5).
Foram efetuadas pelo menos duas dilui¢cdes de Cellic Ctec 2 de forma a determinar a concentracéo
que permite a libertacdo de 2+0,5 mg de terminais redutores equivalentes a glucose [70]. A

demonstragdo do calculo da atividade enzimatica encontra-se descrita no Apéndice B.4.
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2.4.2. Hidrolise enzimatica das pastas

A pasta humida de casca tal e qual e as pastas himidas de casca extraida com etanol/agua e
com &gua foram sujeitas a hidrolise enzimatica. Efetuou-se também, como referéncia, a hidrdlise
enzimatica de uma amostra de pasta de madeira de E. globulus fornecida pelo RAIZ - Instituto de
Investigacdo da Floresta e do Papel, com IK 15,6 resultante de um cozimento a uma temperatura de
patamar de 160°C durante 60 minutos, com alcalinidade 18%.

Com base em estudos anteriores, a hidrolise enzimatica foi realizada com a mistura
comercial Cellic Ctec 2, com atividade enzimatica de 114,7 FPU/mLenzima € Carga enzimatica de 25
FPU/gwc, considerando como hidratos de carbono (HC) as pentosanas e a celulose quantificados na
pasta [69]. Estabeleceu-se que o volume total do meio reacional de cada hidrolise é 1L e que a
suspensdo é adicionada uma solucdo enzimatica de 200 mL, que contém um volume de Cellic Ctec
2 especifico a cada ensaio. Este procedimento e célculos associados a0 mesmo encontram-se
descritos no Apéndice B.2.

A pasta, suspensa em tampao citrato de sédio 50 mM pH=4,8 numa concentragdo inicial de
50 gas/L, foi aquecida num banho a temperatura 6tima de atuagéo das enzimas (50 °C) com agitacao
de 100 rpm, com um agitador mecéanico com pa em forma de hélice (Figura 2.4). Adicionou-se a
suspensdo de pasta a solugdo enzimatica previamente aquecida a 50°C e iniciou-se a contagem do
tempo de reacdo, sendo que cada ensaio de hidrélise durou 24 h. Durante 0s ensaios, 0 recipiente
onde decorria a hidrolise foi tapado para evitar perdas de hidrolisado por evaporacéo.

Ao longo de cada ensaio foram retiradas amostras de hidrolisado de 30 em 30 minutos até as
4hedelem1horaaté as 8 h. Os ensaios ficaram a decorrer durante a noite retirando-se as Ultimas
amostras as 23 h e as 24 h. Apds a recolha de cada amostra, o hidrolisado foi colocado num banho a
100°C durante 5 minutos de forma a desnaturar a enzima e terminar a hidrélise devido ao choque
térmico. No final das 24 h de ensaio o hidrolisado foi filtrado a vacuo para remover sélidos

remanescente em suspensao e quantificar o volume final de hidrolisado.

Figura 2.4 — Montagem para a hidrélise enzimatica da pasta.
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2.4.3. Meétodo de analise dos agucares redutores

A determinacdo quantitativa dos agUcares redutores presentes nas amostras de hidrolisado
realizou-se através de um método colorimétrico baseado na reducdo do acido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS) na presenca de agUcares redutores.

Os agUcares redutores contém na sua estrutura um grupo carbonilo livre, aldeido ou cetona,
que se oxida facilmente em &cido carboxilico na presenca de &cido 3,5—dinitrosalicilico aquecido em
meio alcalino. Simultaneamente a oxidagdo do grupo carbonilo dos agucares, ocorre a reducdo do
acido 3,5-dinitrosalicilico em &cido 3-amino-5-nitrosalicilico, formando compostos castanho-
vermelhado. Desta forma, o método colorimétrico DNS permite quantificar todos os hidratos de
carbono redutores, de forma ndo discriminada, incluindo dissacarideos para além de
monossacarideos de xilose e glucose. A intensidade da cor desenvolvida é relacionada com a
concentragdo de agucares redutores na amostra através de uma curva de calibragdo (Figura 2.5), que
representa a absorvancia média a um comprimento de onda de 540 nm em fun¢&o da concentragdo
de glucose.

0,8
0,7
0,6

05
y = 0,153x - 0,0268
04 R2 = 0,9948

Ab5540 nm

0,3
0,2
0,1

0,0
0 1 2 3 4 5 6
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Figura 2.5 — Curva de calibragdo da glucose pelo método DNS.

Antes do método DNS as amostras de hidrolisado foram centrifugadas a 4500 rpm durante
5 minutos. Em seguida, num tubo de ensaio com tampa colocou-se 500 pL de tampéo citrato de sédio
50 mM e 500 pL de amostra de hidrolisado diluida. Adicionou-se 3000 uL de DNS e colocou-se o
tubo num banho com agua a ferver, durante 5 minutos exatos, e em seguida num banho de agua
gelada durante 5 minutos. Posteriormente, pipetaram-se 20 mL de &gua ultrapura para o tubo de
ensaio e leu-se a absorvancia da solugdo num espetrofotdmetro UV-Vis num comprimento de onda
de 540 nm, contra um branco de tampdo citrato de sédio 50 mM que sofreu 0 mesmo tratamento que

as amostras.
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Capitulo 3 - Apresentacio e Discussao de resultados

O desenvolvimento deste trabalho dividiu-se em cinco fases: a caracterizacdo quimica
suméria da casca de E. globulus, a extracdo da casca utilizando duas abordagens distintas, o
cozimento da casca previamente extraida e da casca tal e qual, a caracteriza¢do quimica das pastas
obtidas e, por fim, a hidrdlise enzimética das pastas e consequente quantificacdo dos agUcares
fermentaveis libertados, avaliando o impacto da pré-extragcdo no cozimento e na sacarificacdo das

pastas.

3.1. Caracterizacdo quimica da casca e da madeira de E. globulus

A caracterizagdo quimica da casca de E. globulus foi essencial para conhecer melhor a matéria-
prima utilizada, pois a informacéo sobre a composi¢édo da casca que se encontra na literatura [10, 12,
13, 20] é bastante dispersa devido & variabilidade dos métodos de anélise utilizados e a variagdo
natural da espécie [25].

A anélise quimica da casca foi realizada em base seca utilizando amostra moidas e crivadas até
uma fragdo entre 40 e 60 mesh, apos extracdo com etanol/tolueno. Para caracterizar a casca de E.
globulus determinou-se experimentalmente a fracdo de cinzas, de extrataveis soliveis na mistura
etanol/tolueno, de pentosanas, de lenhina Klason, também conhecida como lenhina insoltvel, e de
lenhina soltvel. Para efeitos de comparacdo é também apresentada a caracterizagdo quimica da
madeira de E. globulus, previamente determinada pelo RAIZ - Instituto de Investigacdo da Floresta
e do Papel. Compilando diferentes fontes bibliogréaficas [12, 13, 22, 25] obtém-se um intervalo
referéncia para cada parametro estudado na caracterizacdo da casca e da madeira, devido a
variabilidade da sua composicdo quimica. Os resultados experimentais e os intervalos de referéncia

encontram-se na Tabela 3.1.
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Tabela 3.1 — Caracterizagdo quimica sumaria da casca tal e qual e da madeira de E. globulus e intervalos referéncia de cada
parametro.

Intervalos de referéncia
[12, 13, 22, 25, 26]

. Madeira Madeira
Parametro (%) qual qual
) % m/mmadeira as. % M/Mmageiraass.
/0 m/mcasca as. % m/mcasca a.s.
Cinzas 2,18 0,350 21-121 0,55-1,0
Extrataveis em etanol/tolueno 1,73 1,46 0,6-5,3 0,2-3,4
Lenhina Klason 19,0 20,4 - -
Lenhina soltvel 1,63 3,80 - -
Lenhina Total 20,6 24,2 16,9 - 34,1 17,8-24,8
Pentosanas 18,9 19,8 14,6 - 23,7 20,2-21,7
Celulose* 56,6 54,2 51,1-56,0 54,0 -56,9

* A fracio de celulose nas amostras de E. globulus foi calculada por diferenca entre 100% e o somatério da
fracdo dos componentes determinados experimentalmente.

A composicdo quimica da casca e da madeira de E. globulus é concordante com os valores
compilados de diferentes fontes, a excecdo do teor de cinzas e do teor de pentosanas na madeira que
sdo ligeiramente inferiores aos reportados na literatura [12, 13, 22, 25]. Comparando a composicao
quimica da casca e da madeira, determinada neste trabalho, verifica-se que o teor de cinzas e
extrataveis na casca € superior ao seu teor na madeira. Por sua vez as fragdes de pentosanas e de
lenhina na casca sao ligeiramente inferiores a da madeira, enquanto que o teor de celulose é superior.

A fracdo de celulose na casca de E. globulus foi estimada por diferenca entre 100% e o
somatorio das frages dos componentes quantificados (cinzas, extrataveis em etanol/tolueno, lenhina
e pentosanas). A esta estimativa esta associado um erro por excesso uma vez que, para além dos
componentes quantificados experimentalmente, existem ainda fragcbes de compostos fendlicos e
outros polissacarideos que nédo estéo contabilizados. Ainda assim, a analise desta fracdo é necessaria
e justifica-se devido ao seu interesse enquanto fonte de polissacarideos.

As hemiceluloses, a celulose e a lenhina sdo os compostos macromoleculares estruturais
mais abundantes nos materiais lenhocelulésicos, justificando que de entre os pardmetros estudados
estes apresentem as fragcbes mais elevadas.

Para quantificar a lenhina na casca foi utilizado o método de Klason, no qual a lenhina é
removida da matéria vegetal resultando numa fracdo insolivel em meio acido diluido, lenhina
Klason, e numa fragao soltvel, lenhina soltvel. Segundo o método de Klason a lenhina é separada
dos polissacarideos presentes atraves de reacGes de despolimerizacdo dos mesmos originando

monossacarideos soluveis. Durante estas reacdes a estrutura da lenhina sofre alteragGes consideraveis
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resultando na solubilizacdo de uma parte da lenhina que devera ser composta por produtos de
degradacdo de baixo peso molecular e derivados hidrofilicos da lenhina. Determinando a fracéo de
lenhina sollvel pelo procedimento convencional, que tem por base a leitura da absorvancia do
filtrado resultante do tratamento hidrolitico da casca a um comprimento de onde de 205 nm, obteve-
se uma fracdo de 3,10%. Por outro lado, seguindo outro procedimento em que, através do ajuste do
pH, da adicdo de borohidreto de sddio e da leitura da absorvancia a um comprimento de onda de 280
nm, se eliminam as interferéncias causadas pelos produtos de degradacdo da celulose e das
hemiceluloses, obtendo-se uma fracdo de 1,47% de lenhina soltvel [71]. A diferenca entre os
resultados dos dois procedimentos confirma a presenca no filtrado de produtos que interferem na
quantificagdo da lenhina sollvel, reconhecendo-se que a eliminacdo destas interferéncias permite

uma determinacgéo mais rigorosa da fragéo total de lenhina presente na amostra.

3.2. Extracéo da casca de E. globulus

Neste trabalho é estudado um ciclo de valorizacdo da casca de E. globulus que integra
diferentes processos, como a extracdo de compostos fendlicos e o cozimento kraft da casca,
previamente estudados e descritos na literatura individualmente [13, 15, 21]. Com esta abordagem
pretende-se promover a integracdo da extracdo de compostos de valor acrescentado com atividade
anti-oxidante e, simultaneamente, beneficiar a desconstrucdo por cozimento kraft da fracéo solida
resultante.

De acordo com trabalhos anteriores [15, 21], as condigdes de operacdo selecionadas para
maximizar a seletividade da extragdo de compostos fenolicos dividem-se em duas abordagens: na
primeira abordagem, a extracdo é realizada com a mistura etanol/dgua a uma temperatura de patamar
de 83°C com duragdo de 264 minutos; na segunda abordagem a extracdo realiza-se com &gua a uma
temperatura de patamar de 140°C com duragéo de 60 minutos.

Apos a realizacdo das duas abordagens da pré-extracdo da casca determinou-se o rendimento
das extraces quantificando a massa de sélidos totais, ndo volateis, em relacdo a massa de casca
absolutamente seca. Na primeira abordagem o rendimento da extracdo foi 14,4% m/Mcasca as.,
enquanto que na segunda foi 12,0% m/Mcasca as. EStes resultados indicam que a pré-extracdo com
etanol/agua a 83°C durante 264 minutos permite remover uma maior quantidade de material presente
na casca do que a pré-extracdo com agua a 140°C durante 60 minutos. Em ambos as abordagens
realizadas neste trabalho, o rendimento das extracdes é superior ao previamente reportado na
literatura, que indica um valor de 5,20% m/Mcasca as. quando a extracao € realizada de acordo com a
primeira abordagem [21] e de 8,85% m/Mcasca as. de acordo com a segunda abordagem [15]. O
processo da extracao realizado neste trabalho diferencia-se do descrito na literatura pela realizacéo

de lavagem extensiva, com solvente fresco, da fracdo solida resultante da extracdo. Este passo
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assegura que ndo ficou material extraido na casca e permite quantificar o rendimento em material
extraido de forma mais rigorosa.

A caracterizacdo quimica da casca ap0s cada extracdo foi realizada em base seca em amostras
de casca moida e crivada até uma fragcdo granulométrica entre 40 e 60 mesh. Os resultados da fracéo
de cinzas, extrataveis, lenhina, pentosanas e celulose em cada amostra de casca extraida e na casca
tal e qual encontram-se na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 — Caracterizagdo quimica sumaria da casca de E. globulus tal e qual e da casca extraida com etanol/agua e com
agua.

. Casca extraida com Casca extraida
Parametro (%o) Casca tal e qual ) )
etanol/agua com agua
% m/mcasca a.s.

% m/mcasca_ext a.s. % m/mcasca_ext a.s.
Cinzas 2,18 2,04 1,78
Extrataveis em etanol/tolueno 1,73 0,375 1,69
Lenhina Klason 19,0 19,6 19,9
Lenhina solGvel 1,63 1,49 1,59
Lenhina Total 20,6 211 21,5
Pentosanas 18,9 19,3 17,7
Celulose* 56,6 57,1 57,3

* A fracio de celulose nas amostras de E. globulus foi calculada por diferenca entre 100% e o somatério da
fracdo dos componentes determinados experimentalmente.

Analisando a composi¢do quimica das amostras de casca extraida verifica-se que, a
semelhanca da casca tal e qual, os compostos macromoleculares apresentam a maior contribuicao
para a composi¢do quimica, enquanto que as fragdes de extrativeis e cinzas apresentam valores
bastante inferiores.

De uma forma geral, as diferencas entre o contetdo da casca extraida com etanol/agua e da
casca extraida com agua sdo pouco significativas e podem dever-se a erros associados aos métodos
analiticos utilizados na caracterizacdo quimica. Ainda assim, as principais diferengas entre as
amostras de casca extraida encontram-se no seu contetdo de pentosanas e extrataveis uma vez que o
teor de pentosanas € superior na casca extraida com etanol/dgua enquanto que o teor de extrataveis é
maior na casca extraida com agua. Estes resultados indicam que a mistura etanol/agua nas condi¢des
de operacdo utilizadas (83°C, 264 minutos) favorece claramente a remocdo de compostos
normalmente isolados com etanol/tolueno, enquanto que a extracdo com agua com condi¢des de
operacdo diferentes (140°C, 60 minutos) promove a remocao de pentosanas.

A extracdo da casca de E. globulus altera a fracdo relativa de cada componente quantificado

na anélise sumaria da casca. Com o intuito de evidenciar o impacto de cada extracdo sobre cada
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componente, numa base comparativa, determinou-se a fracdo removida de cada um durante a pré-
extracdo. O método de célculo, bem como a representacdo grafica das fracBes removidas em cada
abordagem da pré-extracdo encontram-se no Apéndice B.6.1.

Embora o objetivo da pré-extracdo da casca tal e qual seja a remocao de extrataveis, em
especial compostos fendlicos, em ambos o0s casos registam-se fragdes de lenhina, pentosanas e de
celulose removidas. Relativamente a lenhina, entre 12,5% (na extracdo com etanol/agua) e 8,3% (na
extracdo com agua) é removida e, em ambos os meios de extracdo, dois tercos da lenhina total
removida corresponde a lenhina soltvel e apenas um terco representa a lenhina insollvel. E
importante ter presente que na quantificacdo da fracdo de lenhina na casca podem estar incluidos
outros compostos, como compostos fenolicos, que embora ndo sejam lenhina reagem como tal no
procedimento experimental aplicado.

A pré-extracdo com etanol/dgua tem maior impacto na remogdo de extratdveis em
etanol/tolueno do que a pré-extragcdo com agua, registando-se fracdes removidas de 81,5% e 14,3%,
respetivamente. Por outro lado, na extracdo com agua a fracdo de pentosanas removidas (17,5%)
supera a remogdo de extrataveis, enquanto que na extragdo com etanol/agua a perda de pentosanas
(12,4%) é mais baixa.

A analise da perda global de polissacarideos (pentosanas e celulose), tendo presente que a
fracdo de celulose determinada é apenas uma estimativa, demonstra que o impacto das duas extraces
é semelhante (perda de 13,3% na extragcdo com etanol/agua e 12,4% na extracdo com &gua). No
entanto, enquanto que na extragdo com etanol/dgua a perda de extrataveis (81,5%) ¢é
consideravelmente superior a de polissacarideos (13,3%), na extragdo com agua ndo hd uma
diferenca significativa entre as duas fragdes removidas (a perda de extrataveis é 14,3% e a de
polissacarideos, 12,4%).

Resumindo, o estudo do efeito de ambas as extra¢Oes da casca na fracdo de cada componente
permitiu apurar que: a pré-extracdo tem baixo impacto sobre os polissacarideos; o impacto das duas
abordagens nos polissacarideos é semelhante pelo que estdo, a partida, em igualdade como fonte de
polissacarideos para a producdo de acucares simples, considerando o ambito deste trabalho; o
impacto da pré-extragdo nos extrataveis em etanol/tolueno é superior na abordagem com etanol/agua,
que resultou numa remoc¢do maxima de 81,5%, o que permitird avaliar o impacto deste fator nos

Processos a jusante.

3.3. Cozimento kraft da casca de E. globulus

Em seguida, realizou-se o estudo do cozimento kraft da casca previamente extraida. Para
estabelecer uma base de comparagdo em relacdo ao cozimento da casca extraida, realizou-se ainda o

cozimento de casca tal e qual.
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Pretende-se analisar o impacto da pré-extracdo na desconstru¢do da casca por cozimento
kraft, em especial no teor de polissacarideos da fracdo sélida resultante, mantendo presente a
contribuicdo de cada sequéncia de processos na remogdo de inibidores ou percursores de inibidores
da sacarificacdo. Com este estudo procura-se selecionar a combinacdo adequada das condicdes de
operacdo da pré-extracdo e das condi¢bes do cozimento kraft, de acordo com o enquadramento do
trabalho.

3.3.1. Avaliacéo do desempenho da casca tal e qual no cozimento kraft

Com o intuito de selecionar as condigdes de cozimento kraft mais adequadas para a casca e
para o proposito deste trabalho estudaram-se cozimentos com diferentes fatores H (combinagéo da
duracdo e temperatura do processo) e alcalinidades. De forma a estudar o impacto da temperatura e
da duracéo nos resultados do cozimento, com base em estudos anteriores [12] selecionou-se o fator
H 2983, correspondente a um cozimento com temperatura de patamar de 170°C e duragdo de 180
minutos, e o fator H 1114, equivalente a um cozimento a 170°C durante 60 minutos. Para ambos 0s
fatores H foram realizados cozimentos com alcali ativo (AA) 22%, 24%, 26% e 28%, para 0s quais
se determinou o indice kappa (/K), o rendimento depurado em pasta (174.,) € 0 teor de matéria-prima
incozida (% Incozidos) indicados na Tabela 3.3. E necessario esclarecer que o rendimento depurado
do cozimento de casca tal e qual é determinado pelo quociente entre a massa de pasta depurada e a
massa de casca tal e qual alimentada, em base absolutamente seca.

Tabela 3.3 — Indice kappa (IK), rendimento depurado em pasta (naep) € teor de incozidos secos resultantes do cozimento
de casca tal e qual com fatores H 2983 e 1114.

Fator H AA (%) 22 24 26 28
IK 12,2 11,9 10,9 11,5
2983 Naep (%0) 43,1 43,5 43,0 42,8
Incozidos (%) 0,06 0,13 0,08 0,18
IK 18,5 14,9 13,2 12,6
1114 Naep (%) 49,1 46,3 44,9 40,6
Incozidos (%) 1,02 0,03 0,18 0,99

Analisando os resultados obtidos para os cozimentos com fator H 2983 e com fator H 1114,
verifica-se que com o aumento da alcalinidade do licor utilizado, o IK diminui ilustrando a
diminuicdo do teor de lenhina residual na pasta e o aumento do grau de deslenhificacdo atingido. Em
ambos os cozimentos, o rendimento depurado diminui com o aumento da alcalinidade devido a perda

de lenhina e outros compostos solubilizados no licor durante o cozimento, verificando-se que este

46



Capitulo 3 — Apresentacdo e Discussdo de resultados

efeito é mais significativo o cozimento com fator H 1114. O teor de material incozido resultante dos
cozimentos encontra-se entre 0,03% e 1%.

De forma a comparar os cozimentos com fator H diferente do ponto de vista da seletividade
dos cozimentos, a Figura 3.1 apresenta o rendimento depurado em pasta (nqep) Versus o indice kappa
(IK) atingido.
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46 A 22%

A 24%

26%

42 24% AFator H=1114
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40
28%
38 Fator H = 2983

36
34
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Figura 3.1 - Representagdo grafica do rendimento depurado em pasta (ndep) Versus o indice kappa (IK) das pastas de casca
tal e qual obtidas para diferentes cargas alcalinas (22%, 24%, 26% e 28%) e fatores H (2983 e 1114).

Comparando ambos 0s cozimentos observa-se que o0 aumento da dura¢&o em patamar (de 60
minutos, fator H 1114, para 180 minutos, fator H 2983) resultou no aumento da extensdo da
deslenhificagdo traduzido pela diminuigdo do IK, sem haver perdas de rendimento consideraveis.

Esta abordagem permite verificar que, ao aumento da alcalinidade do licor de cozimento,
estd associada ndo s6 a deslenhificacdo da casca, mas também a perda de polissacarideos. Os
resultados obtidos indicam também que, em cozimentos com condi¢Bes de operagcdo menos severas
(fator H 1114), o efeito da alcalinidade é mais notério. Assim sendo, embora o grau de
deslenhificagdo da casca seja mais baixo no cozimento com fator H 1114, ha menos perdas de
polissacarideos. Desta forma, os cozimentos com fator H 1114 e alcalinidades entre 22% e 24%
mitigam a degradacdo de polissacarideos e resultam numa maior produtividade da casca de partida,

considerando a aplicacdo desta como fonte de agUcares simples.

3.3.2. Avaliacdo do desempenho da casca extraida no cozimento kraft

Através do estudo do cozimento da casca tal e qual sob diferentes condi¢des (fator H e
alcalinidade) selecionou-se o conjunto que resulta no melhor compromisso entre o rendimento
depurado e o grau deslenhificagdo. Assim sendo, o cozimento kraft das amostras de casca

previamente extraida com agua e com a mistura etanol/agua foi realizado com fator H 1114 e
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alcalinidades 22% e 24%. Ap06s o cozimento de cada amostra de casca extraida determinou-se o
indice kappa (/K), o rendimento depurado em pasta (n,4p,) € 0 teor de incozidos (%Incozidos)
atingido em cada processo, cujos resultados se encontram na Tabela 3.4. Salienta-se que o
rendimento depurado do cozimento de casca extraida foi determinado pelo quociente entre a massa
de pasta depurada e a massa de casca extraida alimentada, em base absolutamente seca.

Tabela 3.4 — indice kappa (IK), rendimento depurado em pasta (naep) € teor de incozidos secos resultantes do cozimento
da casca extraida com etanol/agua e com agua, com fator H 1114 e alcalinidades 22% e 24%.

Casca extraida com etanol/agua Casca extraida com agua

Fator H AA (%) 22 24 22 24
IK 13,1 121 11,4 10,9

1114 Naep (%0) 49,7 49,5 49,7 46,0
Incozidos (%) 0,06 0,18 0,55 3,49

A diminuicdo do IK com o aumento da carga alcalina encontra-se de acordo com o esperado,
pois reflete a diminuicao do teor de lenhina residual nas pastas. O rendimento depurado (14¢p)
também diminui com o aumento da carga alcalina. Contudo, em ambos 0s casos a diminui¢do é
pouco significativa, a exce¢do do rendimento depurado do cozimento de casca extraida com éagua,
pois com alcalinidade 24% obteve-se um rendimento de 46% devido a um elevado teor de incozidos.
O teor de incozidos esta compreendido entre 0,18% e 3,49%.

De forma a comparar o desempenho das amostras de casca extraida segundo duas abordagens
diferentes com o da casca tal e qual quando sujeitas a um cozimento kraft sob condi¢des semelhantes,
elaborou-se o grafico da Figura 3.2 onde é ilustrado o rendimento depurado (naep) Versus o indice
kappa (1K) de cada cozimento e o gréafico da Figura C. 1 do Apéndice C.3 que ilustra o rendimento

depurado em fungéo do teor de lenhina total nas pastas.
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Figura 3.2 - Representagéo grafica do rendimento depurado (ndep) € do indice kappa (1K) das pastas de casca extraida com
etanol/agua, com &gua e de casca tal e qual obtidas para cargas alcalinas de 22% e 24% e fator H 1114.

Na extracdo da casca que antecede o cozimento é utilizada casca tal e qual seca a temperatura
ambiente, que resulta na libertagdo de po e finos que acabam por ser removidos com a fragdo liquida.
Esta perda leva a que, no cozimento, a remocdo de material na forma de finos seja menor. Desta
forma, o impacto dos finos no rendimento do cozimento da casca extraida € menor do que no
cozimento da casca tal e qual. De um modo geral, a variacdo do rendimento depurado dos cozimentos
de casca extraida é pouco significativo.

O estudo de seletividade ilustrado na Figura 3.2 permite verificar que, com o cozimento de
casca extraida, obtém-se pastas com IK inferior ao das pastas de casca tal e qual, sem afetar
significativamente o rendimento. No cozimento de casca extraida com &gua os valores de IK obtidos
(11,4 e 10,9) sdo inferiores aos do cozimento de casca extraida com etanol/agua (13,1 e 12,1),
indicando que cada pré-extragdo tem um impacto diferente no cozimento. Assim sendo, confirma-se
que com a pré-extracao seguida de cozimento kraft é possivel atingir valores de IK mais baixos em
cozimentos com a mesma carga alcalina e rendimento. De entre as duas sequéncias de valorizacéo,
a pré-extragcdo com etanol/agua é a que apresenta 0 melhor compromisso entre 0 aumento do grau de

deslenhificagdo e a diminuicéo do rendimento.

Estudos anteriores, relativos ao cozimento da casca tal e qual com carga alcalina entre 22%
e 28%, e ao cozimento da casca extraida com etanol/dgua com carga alcalina de 24% e 26%,
apresentaram valores de IK superiores e de rendimento depurado inferiores aos obtidos neste trabalho
[12]. No cozimento de casca tal e qual, os valores de IK reportados na literatura encontram-se entre
9,5 e 20,2, enquanto que os valores obtidos neste trabalho estdo compreendidos entre 12,6 e 18,5.
Relativamente ao rendimento depurado, os valores indicados na literatura encontram-se entre 42,7%

e 45,9% e os resultados deste trabalho estdo compreendidos entre 41,6% e 49,1%. Através desta
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comparagcdo, verifica-se que neste trabalho o grau de deslenhificacdo da casca tal e qual, nas mesmas
condicdes de operacdo, foi superior registando-se também o aumento do rendimento depurado, que
equivale a menor perda de polissacarideos. No caso do cozimento de casca extraida com etanol/agua
apenas € possivel comparar os resultados para a carga alcalina de 24%, verificando-se a mesma
tendéncia descrita para a casca tal e qual, pois o IK apresentado na literatura (16,7) € superior ao
determinado neste trabalho (12,1) e o rendimento depurado na literatura (46,2%) € inferior ao
determinado (49,5%).

3.3.3. Caracterizagao quimica sumaria das pastas de casca tal e qual e de casca
extraida

As pastas resultantes do cozimento kraft, com alcalinidade 22% e 24%, da casca tal e qual e
das amostras de casca extraida foram analisadas para quantificar o teor de lenhina Klason e sollvel,
extrataveis em etanol/tolueno, pentosanas e celulose, com o intuito de avaliar o impacto da pré-
extragdo na composicdo das pastas. Os resultados da caracterizagdo quimica sumaria das pastas

encontram-se na Tabela 3.5.

Tabela 3.5 - Caracterizacdo quimica sumaria da pasta de casca tal e qual e das pastas de casca extraida.

Pasta de casca tal e Pasta de casca Pasta de casca

extraida com . )
qual etanol/agua extraida com agua

(% m/mpasta a.s.) (% m/mpasta a.s.)

(% m/mpasta a.s.)

AA (%) 22 24 22 24 22 24

Cinzas 0,530 0,650 0,540 0,600 0,730 0,870
Extrataveis em etanol/tolueno 0,456 0,410 0,232 0,198 0,374 0,369
Lenhina Klason 0,915 0,609 0,860 0,600 0,671 0,466
Lenhina solavel 0,550 0,570 0,630 0,680 0,390 0,390

Lenhina total 1,46 1,18 1,49 1,28 1,06 0,856
Pentosanas 18,5 17,4 14,6 14,0 10,6 10,8
Celulose* 79,0 80,4 83,1 83,9 87,3 87,2

* A fracdo de celulose nas amostras de E. globulus foi calculada por diferenca entre 100% e o somatorio da
fracdo dos componentes determinados experimentalmente.

Através do estudo da composi¢do quimica das pastas de casca tal e qual e das pastas de casca
extraida, verifica-se que o componente mais abundante nas mesmas é a celulose, cuja fracdo esta
compreendida entre 79,0% e 87,3%, seguida das pentosanas, com fra¢Ges entre 18,5% e 10,6%. A

combinacdo da facdo de celulose e pentosanas permite estimar a fracdo de polissacarideos presentes
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nas pastas, verificando-se que esta se encontra entre 97,5% e 97,9% do teor massico seco. A
abundancia de polissacarideos nas pastas obtidas é uma mais valia para a producdo de acglcares
simples, ainda que a sua conversdo por sacarificacdo possa ser prejudicada pela presenca de
inibidores.

O teor de pentosanas € a principal diferenca entre as pastas de casca tal e qual e as pastas de
casca extraida. Nas pastas de casca tal e qual a fracdo de pentosanas encontra-se entre 17,4% e 18,5%,
enguanto que nas pastas de casca extraida com etanol/agua a fracdo diminui para 14% e, no caso das
pastas de casca extraida com agua, diminui para 10%. Esta diferenca esta relacionada com a remocéo
de pentosanas que ocorre durante a pré-extracao da casca e que é superior na abordagem com agua
do que na abordagem com etanol/agua (pagina 45).

De entre os compostos macromoleculares, a lenhina é o menos abundante nas pastas devido
a desconstrucdo da casca por cozimento kraft. A lenhina, os extrataveis em etanol/tolueno e as cinzas
s80 compostos vestigiais na composicao das pastas e constituem menos de 2,5% da sua composicao
quimica.

Comparando a composi¢do quimica da pasta de casca tal e qual com a composicéao das pastas
de casca extraida, verifica-se que o teor de extrataveis nas pastas de casca extraida, em especial na
pasta de casca extraida com etanol/agua, é inferior ao teor na pasta de casca tal e qual. Este resultado
esta de acordo com o esperado, uma vez que na pré-extracdo da casca com etanol/agua 81,5% dos
extratveis em etanol/tolueno s&o removidos.

De entre as pastas estudadas, a pasta de casca extraida com agua apresenta o teor de lenhina
mais baixo, indicando que na sequéncia de pré-extracdo com agua seguida de cozimento kraft é
atingido o maior grau de deslenhificacdo, & semelhancga do que se conclui pela analise dos valores de
IK (pagina 48). Analisando os valores de IK e do teor de lenhina total para os diferentes cozimentos,
verifica-se que existem pastas com um teor de lenhina residual semelhante, mas diferentes IK. De
acordo com a literatura [43-45] o material oxidavel quantificado pelo método de determinacéo do
IK, inclui ndo sé lenhina residual mas também &cidos hexenurdnicos formados a partir das xilanas
sob as condi¢fes do cozimento kraft.

De uma forma geral, ndo se verificam diferencas significativas na composicdo das pastas
com o aumento da alcalinidade do cozimento. A escolha da fragdo sélida a utilizar no tratamento
enzimatico tem por base um compromisso entre a composic¢ao quimica da fragdo solida e os custos
associados a processos com carga alcalina elevada. Por este motivo, as pastas obtidas em cozimentos
com a alcalinidade mais baixa, 22%, sdo as escolhidas para o0 passo seguinte deste trabalho onde a

pasta é o substrato no tratamento enzimatico para producao de acucares simples.
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O cozimento kraft da casca altera a fracdo relativa de cada componente quantificado na
analise sumaria da pasta. Com o intuito de detetar e analisar alteracdes que a pré-extracdo tenha
induzido na casca e que afetam o processo subsequente de cozimento kraft, determinou-se a fracéo
removida de cada componente, numa base comparativa de casca extraida. O calculo e a representacédo
dos resultados da fracdo removida de cada componente durante o cozimento encontram-se no
Apéndice B.6.2.

Comparando as fracbes removidas no cozimento kraft verifica-se que a remocdo de
componentes da casca tal e qual difere da remogao da casca previamente extraida. Esta diferenca
deve-se ndo sO6 ao impacto da pré-extracdo na remocdo dos componentes da casca durante o
cozimento, mas também ao impacto que a extra¢do tem por si nos componentes da casca e que ja foi
analisada através dos dados da Tabela 3.2.

Os resultados obtidos indicam que no cozimento kraft da casca previamente extraida ha
maior remocao de pentosanas do que no cozimento da casca tal e qual. Quando a matéria-prima do
cozimento se trata de casca tal e qual a remogéo de pentosanas encontra-se entre 52,9% e 58,3%,
enquanto que no cozimento de casca extraida com agua, a remogdo estd compreendida entre 70,4%
e 72,0%, e é superior a fracdo removida no cozimento de casca extraida com etanol/agua, que se
encontra entre 62,5% e 64,2%. Os resultados sugerem que a pré-extracdo, nomeadamente a pré-
extragdo com agua, aumenta a propensao das hemiceluloses para a sua remogdo durante o0 cozimento
kraft, o que se pode dever a alteragdes da acessibilidade das mesmas causadas pela pré-extracéo.

A diferenca entre a remocéo de lenhina no cozimento da casca tal e qual e no cozimento da
casca extraida é pouco significativa. De uma forma geral, a fracdo de lenhina removida encontra-se
entre 96,5% e 98,2%, indicando que a pré-extragdo da casca ndo tem um impacto significativa neste
parametro.

Relativamente & remocao de celulose nos cozimentos (considerando que o teor de celulose é
uma estimativa calculada por diferenca entre 100% e o somatorio da fragdo dos componentes
quantificados experimentalmente), observa-se 0 comportamento contrario ao das pentosanas, uma
vez que entre 33% e 35% da celulose da casca tal e qual é removida durante o cozimento kraft, mas
apenas 27% é removida da casca previamente extraida com etanol/agua e 24% removida da casca
extraida com agua, sugerindo que a pré-extracao diminui a perda de celulose durante o cozimento.

Determinando a fracdo total de polissacarideos removidos no cozimento, observa-se que no
cozimento da casca tal e qual sdo removidos entre 37,9% e 40,9% dos polissacarideos, para a casca
extraida com etanol/agua a remocdo ronda os 36,6% e na casca extraida com agua entre 35,3% e
40,1% dos polissacarideos sdo removidos. Estes resultados indicam que o pré-processamento da
casca de E. globulus por extracdo de compostos polares diminui o impacto do cozimento nos

polissacarideos da casca, embora a diminuicao seja pouco significativa. Os resultados sugerem que,
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com a combinacdo da pré-extracdo seguida do cozimento kraft, o teor de polissacarideos na fracao

solida ndo sofre alteracdes consideraveis.

3.4. Tratamento enzimatico das pastas de casca tal e qual e de casca
extraida

Concluido o estudo da pré-extracdo da casca de E. globulus e do seu impacto na
desconstrugdo deste material lenhoceluldsico por cozimento kraft, avancou-se para o Gltimo passo
do ciclo de valorizacéo estudado neste trabalho, a sacarificacdo da pasta resultante do processamento
da casca. Através do estudo da conversao dos polissacarideos presentes nas pastas estudadas neste
trabalho em acucares simples pretende-se verificar se a implementacéo da pré-extracéo resulta na
melhoria do rendimento e cinética da hidrolise enzimatica em relacéo a estudos anteriores [11]. Em
estudos anteriores, obteve-se uma conversao de 3,1% para a casca processada por cozimento kraft,
de 59,1% para a casca previamente extraida com etanol/agua, de 67,8% quando a carga enzimatica
da hidrolise é aumentada, de 30,9% quando se aumenta a carga alcalina do cozimento e melhora a
lavagem da pasta e de 76,1% quando o teor de s6lidos iniciais na hidrdlise enzimatica é reduzido e o
controlo do pH é mais rigoroso.

Nesta fase realizou-se a hidrélise enzimatica da pasta de casca tal e qual e das pastas de casca
extraida com etanol/agua e com agua resultantes do cozimento kraft com carga alcalina de 22%, uma
vez que estas pastas ilustram o melhor compromisso entre a composi¢cdo quimica e 0s custos
associados a alcalinidade do processo. Para efeitos de comparagdo foi ainda realizada a hidrolise
enzimatica de uma amostra de pasta de madeira de E. globulus laboratorial, com IK 15,6 resultante
de um cozimento a uma temperatura de patamar de 160°C durante 60 minutos, com alcalinidade
18%.

A composi¢gdo quimica das pastas utilizadas na hidrolise enzimatica, determinada
anteriormente (pagina 50), indica que: na pasta de casca tal e qual a fracdo de polissacarideos é
97,5%, a fracdo de lenhina é 1,46% e a de extrataveis é 0,46%; na pasta de casca extraida com
etanol/agua, a fracdo de polissacarideos € 97,7%, a de lenhina é 1,49% e a de extrataveis é 0,23%;
por fim, na pasta de casca extraida com agua a fracdo de polissacarideos é 97,8%, a de lenhina é
1,06% e da extrataveis é 0,37%.

Nos ensaios de hidrolise enzimatica foi utilizada a mistura comercial de enzimas Cellic Ctec
2 com uma carga enzimatica de 25 FPU/gnc de acordo com estudos anteriores, que indicam que estas
condi¢Bes permitem atingir uma maior conversdo dos polissacarideos em monossacarideos [69]. O
volume de Cellic Ctec 2 utilizado em cada ensaio foi calculado segundo a metodologia descrita no
Apéndice B.2, obtendo-se os valores indicados no Apéndice C.1.1. A atividade enzimética de Cellic

Cetc 2 € de 114,7 FPU/mLen:ima € foi determinada com base nos calculos descritos no Apéndice B.4.
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Em todos o0s ensaios realizados a temperatura e 0 pH da suspensdo mantiveram-se dentro do
intervalo de valores étimos de atuacdo da enzima (temperatura entre 45°C e 50°C, e pH entre 4,5 ¢
5,0). No final de cada ensaio de hidrolise enzimatica quantificou-se o volume final de hidrolisado,
cujos resultados se encontram no Apéndice C.1.1, e determinou-se a concentracdo de agucares
redutores (C,r) nas amostras de hidrolisado retiradas ao longo das 24 horas de duragéo do ensaio.
Para esta quantificacdo recorreu-se ao método DNS, através da equacao da curva de calibracdo da
glucose (Figura 2.5), da absorvancia média de cada amostra a um comprimento de onda de 540 nm
(AbSs40 nm) € do fator de diluicdo de cada amostra (FD). O exemplo de célculo da concentragdo de
acucares redutores encontra-se no Apéndice B.3 e os resultados do célculo encontram-se no
Apéndice C.1.2,

A representacdo da concentracdo de agucares redutores (Car) ao longo da duragdo dos
ensaios realizados para a pasta de madeira, de casca tal e qual e de casca extraida, utilizando o método
colorimétrico DNS, encontra-se na Figura 3.3.
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Figura 3.3 - Concentracédo de acUcares redutores (Car) presentes no hidrolisado das pastas de madeira, de casca tal e qual,
de casca extraida com etanol/agua e da casca extraida com agua.

De entre 0s ensaios realizados, a hidrolise da pasta de madeira de E. globulus atinge a maior
concentracdo de agucares redutores (65,8 mg/mL) e a pasta de casca tal e qual a menor concentragao
(33,7 mg/mL). Relativamente as pastas de casca extraida, a concentracdo de agUcares redutores é
maior no hidrolisado da pasta de casca extraida com etanol/agua (47,7 mg/mL) do que no hidrolisado
da pasta de casca extraida com agua (42,4 mg/mL).

Com base nas concentracdes de agUcares redutores representadas no grafico da Figura 3.3 e
no volume final de hidrolisado de cada ensaio, calculou-se a massa de agucares redutores produzidos

(myg) € a conversao dos polissacarideos em acucares redutores (x) ao longo de cada ensaio, através
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da metodologia de calculo detalhada no Apéndice B.5, cujos resultados se encontram no Apéndice
c.1.2.

Analisando a massa de agucares redutores produzidos em cada ensaio, verificou-se que na
hidrolise enzimética da pasta de maderia produz-se a maior massa de acutcares (55,9 g) enquanto que
a hidrolise da pasta de casca tal e qual produz a menor massa (27,7 g). Por sua vez, no ensaio com
pasta de casca extraida com etanol/agua produziram-se 39,1 g de acUcares redutores, enquanto que
com a pasta de casca extraida com agua foram produzidas 33,9 g. De uma forma geral, estes
resultados indicam que as alteragfes induzidas na composic¢do quimica da casca pela pré-extracdo
beneficiam a produgdo de agUcares redutores.

Na Figura 3.4 encontra-se a representacdo grafica da conversao de aglcares redutores em
funcdo da duracéo dos ensaios de hidrolise, para cada pasta estudada.
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80 Pasta de casca extraida
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Figura 3.4 - Conversdo de agucares redutores (x) ao longo da hidrdlise enzimatica de pasta de madeira, de casca tal e qual,
de casca extraida com etanol/agua e de casca extraida com agua.

Analisando o grafico da Figura 3.4, verifica-se que a hidrélise enzimatica da pasta de madeira
esta proxima de ser completa e apresenta a maior conversao de polissacarideos em aglcares redutores
de entre todos os ensaios realizados. O valor da conversdo da pasta de madeira é superior a 100%
devido ao erro por excesso associado ao método DNS que para além de quantificar glucose e xilose,
deteta também dissacarideos presentes nas amostras de hidrolisado.

Na hidrolise enzimética da pasta de casca extraida com etanol/agua e da pasta de casca
extraida com agua, a conversdo em aclcares redutores é de 71,7% e 62,3%, respetivamente,
verificando-se que em ambos os casos a hidrélise ndo é completa. No entanto, a converséo resultante
da hidrdlise de pasta de casca extraida é superior a conversdo para a pasta de casca tal e qual, 50,8%.
Estes resultados sugerem que as alteracGes induzidas pela pré-extracdo na composicdo da fracdo

solida (remocdao de compostos fendlicos e de outros compostos sollveis em etanol/agua ou em agua)
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melhoram o acesso dos polissacarideos as enzimas, permitindo atingir uma maior conversao em
acUcares redutores, em comparacdo com a pasta de casca tal e qual.

No ponto 3.2, através do estudo do impacto de ambas as abordagens de pré-extracdo nos
componentes da casca, concluiu-se que a principal diferenca entre as abordagens € a remocao de
extrataveis em etanol/tolueno que é significativamente superior na pré-extracdo com etanol/agua,
sendo que a fracdo de compostos normalmente isolados com etanol/tolueno engloba também os
compostos fenolicos presentes na casca. Através dos ensaios de hidrolise enzimatica verificou-se que
a sequéncia de valorizacdo que integra a pré-extragdo com etanol/agua resulta numa maior conversao
em acUcares redutores de entre as sequéncias de processamento da casca estudadas. Desta forma, 0s
resultados mostram que a hidrélise enzimatica de fragdes sélidas com menor teor de extrataveis
resultam numa maior conversao de polissacarideos em agucares redutores, sugerindo que a presenca
de extrataveis, nomeadamente compostos fenolicos, na casca de E. globulus pode estar na origem do
menor rendimento de hidrélise observado para a pasta de casca ndo extraida.

Em estudos anteriores [11], o cozimento da casca tal e qual realizado com fator H 1114
(170°C, 60 minutos) e alcalinidade 26% produziu uma pasta com IK 18,4 cuja hidrolise enzimatica
apresentou uma conversdo em agucares redutores de apenas 3,1%. Por outro lado, neste trabalho o
cenario selecionado para comparagdo dos resultados da hidrélise enzimética foi 0 cozimento com
fator H 1114 e alcalinidade 22%, que resultou numa pasta de casca tal e qual com IK 18,5 e conversédo
de polissacarideos em agucares redutores de 50,8%. Comparando as duas abordagens, verifica-se que
a pasta produzida com alcalinidade superior apresenta uma conversdo em acgucares redutores
significativamente mais baixa, sugerindo que a alcalinidade esta na origem de compostos na pasta
gue inibem a hidrolise.

Relativamente a pasta de casca previamente extraida com etanol/agua, na literatura [11] é
reportado o seu cozimento nas mesmas condigdes utilizadas para a casca tal e qual, resultando numa
pasta com IK 16,4 cuja conversdo de polissacarideos em agucares redutores € de 59,1%. Neste
trabalho, realizou-se a lavagem extensiva da casca com etanol/agua apds a extracao e aplicando as
mesmas condig¢Oes de cozimento enunciadas acima obteve-se uma pasta com IK 13,1 e converséo
em acucares redutores de 71,7%. Desta forma, a diferenca entre a conversao em acucares redutores
entre este trabalho e a literatura deve-se ndo sé ao impacto da alcalinidade do cozimento, pois uma
maior alcalinidade pode estar na origem da formacdo de compostos na pasta que inibem a hidrdlise,
mas também ao impacto do teor de lenhina na pasta e da lavagem extensiva da casca apds extracao,
na sua digestibilidade face a hidrélise enzimatica. De forma geral, este trabalho resultou numa maior
conversdo de polissacarideos em agucares redutores, tanto a partir de casca tal e qual como a partir

de casca extraida com etanol/agua, do que os estudos anteriores.
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3.5. Balango global ao processo

Neste trabalho foram estudadas diferentes sequéncias de processos para a producdo de
solucbes de aglcares simples a partir da casca de E. globulus. Cada sequéncia integra a pré-extragao
da casca ndo sé para beneficiar a sua desconstrugédo por cozimento kraft, mas também para maximizar
a extracdo de compostos fendlicos totais, com o intuito de valorizar todas as correntes deste processo.
De uma forma geral as sequéncias de processos englobam a pré-extracdo da casca segundo duas
abordagens diferentes, o cozimento kraft da casca previamente extraida (com fator H 1114 e
alcalinidade 22%) e a hidrdlise enzimatica das pastas resultantes.

Ao longo deste trabalho realizou-se a analise do impacto de cada processo nos componentes
da casca, em especial no teor de polissacarideos. Assim, torna-se necessario o estudo integrado dos
diferentes processos de forma a determinar o impacto global de cada sequéncia de valorizagdo nos
polissacarideos. Desta forma, com o intuito de adquirir um ponto de vista abrangente sobre a
capacidade maxima de producdo de agucares redutores a partir de casca de E. globulus, realizou-se
um balanco de massa global a cada sequéncia de processos considerando uma producéo anual de
casca de 100 000 ton numa fabrica de média dimensdo.

No balango de massa global, para extrapolar a massa de agUcares redutores produzida
anualmente (m,z) contabilizou-se a fracdo de polissacarideos removidos na pré-extracdo (%R ps ex)
e no cozimento kraft (%Rps .,), bem como a conversdo (x) dos mesmos em acucares na hidrolise
enzimatica. Para o célculo da massa de acUcares redutores produzidos, determinou-se também a
massa de glucose (mgicpaste) € de Xilose (M pastq) disponiveis na pasta. Através do balango
global de cada sequéncia de valorizagdo determinou-se a massa de polissacarideos removida da casca
na pré-extracéo (Mmpseye) € NO cozimento kraft (mpgc,,), bem como a massa que permanece na
fragdo sélida apos cada processo (Mpscascaext © Mpspasta)s €XPressas em toneladas por ano
(ton/ano). A metodologia de célculo utilizada encontra-se no Apéndice B.7.

Os resultados do balanco de massa a cada sequéncia de valorizacdo, focando os

polissacarideos, encontram-se nos diagramas de processo da Figura 3.5, Figura 3.6 e Figura 3.7.

Cozimento Hidrolise
> g

kraft Enzimatica

>

Mpg casca = 75440 ton/ano Mps pasta = 46848 ton/ano e = 26557 ton/ano
MgGic,pasta = 42162 ton/ano
My pasta = 10115 ton/ano

Mps.coz = 28592 ton/ano

Figura 3.5 — Diagrama do processo de cozimento kraft de casca tal e qual de E. globulus seguido de hidrdlise enzimatica.
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Pré-extracao .| Cozimento Hidrélise
- Eaill } - e %
com etanol/agua kraft Enzimatica
Mps casca = 75440 ton/ano Mps,casca ext = 65406 ton/ano Mpspasta = 41468 ton/ano mug = 33148 ton/ano

Mgicpasta = 39193 ton/ano
Myiipasta = 7039 tOn/ano

Mpsext = 10034 ton/ano Mpscoz = 23939 ton/ano

Figura 3.6 - Diagrama da sequéncia de pré-extracdo com etanol/agua da casca de E. globulus e cozimento kraft, seguido de
hidrélise enzimatica.

| Preextiacio ,| Cozimento Hidrolise
A i > T
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Mps,casca = 75440 ton/ano Mps casca ext = 66085 ton/ano Mpspasta = 42757 ton/ano myur = 29670 ton/ano
MGic,pasta = 42385 ton/ano
Myirpasta = 5239 ton/ano
Mpgext = 9355 ton/ano Mps cop = 23328 ton/ano

Figl_Jra 3.7 - Diagrama da sequéncia de pré-extragdo com agua da casca de E. globulus e cozimento kraft seguido de hidrdlise
enzimatica.

O processo de desconstrugdo da casca por cozimento kraft sem extragdo prévia, representado
no diagrama da Figura 3.5, remove 28592 ton/ano de polissacarideos por 100000 ton/ano de casca
inicial. Por sua vez, na hidrélise enzimatica da pasta resultante do cozimento, que permite obter uma
solucéo final com concentracdo de agucares de 33,7 mg/mL, produzem-se 26557 ton/ano de agucares
redutores.

Na pré-extracdo da casca com etanol/agua, cujo diagrama se encontra na Figura 3.6, séo
removidas 10034 ton/ano de polissacarideos, seguindo-se o cozimento kraft da casca extraida onde
a remocao de polissacarideos é 23939 ton/ano. Embora a combinagdo da massa de polissacarideos
removidos na pré-extracdo com etanol/agua e no cozimento supere a remogdo dos mesmos no
cozimento de casca tal e qual (Figura 3.5), a sequéncia de valoriza¢éo que integra esta abordagem da
pré-extracdo produz uma solucéo final com maior concentragdo de agUcares, 47,7 mg/mL, e uma
maior quantidade de acucares redutores, 33148 ton/ano por 100000 ton/ano de casca inicial. Na
literatura é reportado que a pré-extracdo com etanol/agua produz 1900 ton/ano de compostos
fendlicos totais por 100000 ton/ano de casca [21], indicando que é possivel integrar a valorizacdo do
extrato desta pré-extracdo na sequéncia de processos.

Por fim, analisou-se o0 balanco de massa a sequéncia de valorizacdo da casca que integra a

pré-extracdo com agua seguida do cozimento kraft e da hidrélise enzimatica da fracdo sélida
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resultante (Figura 3.7). Os resultados do balan¢o de massa indicam que na pré-extracdo da casca com
agua sdo removidos anualmente 9355 ton de polissacarideos, e no cozimento kraft da casca extraida
sdo removidos 23328 ton/ano. Desta forma, na hidrélise enzimética da pasta resultante obtém-se uma
solucdo final com concentracdo de acgucares de 42,4 mg/mL, que culmina na producdo de 29670

ton/ano de acUcares redutores por 100000 ton/ano de casca.

Ao conciliar os resultados do balanco de massa a cada sequéncia de processos, verifica-se
que a sequéncia que integra a pré-extracdo com etanol/agua produz mais 25% de agucares redutores
do que o processamento da casca apenas por cozimento kraft e mais 12% do que a sequéncia de pré-
extracdo com agua seguida de cozimento. Os resultados do balango de massa indicam que a pré-
extracdo, em particular a pré-extragdo com etanol/agua, beneficia a hidrdlise enzimética das pastas
resultantes do cozimento kraft.

Com este estudo é possivel concluir que a combinacdo do processo de pré-extracdo da
casca com etanol/agua, a uma temperatura de patamar de 83°C com duracao de 264 minutos, com o
cozimento kraft, com fator H 1114 e carga alcalina de 22%, embora ndo tenha um impacto
consideravel na remocéo de polissacarideos na desconstrucéo por cozimento kraft, permite remover
inibidores ou percursores de inibidores da hidrélise enzimatica, nomeadamente compostos fendlicos,

resultando na maior producédo anual de agUcares a partir de casca de E. globulus.
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Capitulo 4 - Conclusio
A casca de Eucalyptus globulus é um subproduto comum proveniente do processamento de

troncos de madeira para a producdo de pasta de papel. A sua composi¢cdo quimica apresenta ndo so
polissacarideos e lenhina, mas também um elevado teor de extrataveis polares, em especial
compostos fendlicos. Por este motivo, tem vindo a ser estudado o aproveitamento da casca no
contexto de biorefinaria, nomeadamente para a producdo de solugdes de agucares, e para extracao de
compostos fenolicos presentes na mesma devido a sua atividade anti-oxidante. Estudos anteriores
[11] indicam que a casca de E. globulus sujeita a desconstrugdo por cozimento kraft apresenta baixa
digestibilidade por hidrélise enzimatica, impulsionando o estudo de diferentes pré-processamentos
da casca, como a extracao prévia de compostos polares, de forma a identificar quais as condicionantes
deste material face a sacarificacdo. Assim sendo, este trabalho teve como objetivo o estudo do
impacto da pré-extragdo da casca de E. globulus na sua desconstrugdo por cozimento kraft e na
hidrolise enzimética da fracdo solida resultante, tendo em vista o aproveitamento da fracdo sélida
para a producédo de agUcares simples.

A casca de E. globulus utilizada neste trabalho apresenta uma composicdo quimica
semelhante & publicada na literatura para esta espécie [12, 13, 22, 25]. Em rela¢do & madeira da
mesma espécie a casca possui, em média, maior teor de extratdveis em etanol/tolueno, cinzas e
celulose.

A pré-extracdo da casca foi realizada segundo duas abordagens que maximizam a extragdo
de compostos fendlicos totais e diferem no meio de extragdo (mistura etanol/dgua ou agua), na
temperatura de patamar (83°C ou 140°C) e na duragdo (264 ou 60 minutos) [15, 21]. O estudo do
impacto de cada extragdo nos componentes da casca permitiu concluir que ambas as abordagens tém
baixo impacto nos polissacarideos, removendo entre 12,4% e 13,3% dos polissacarideos presentes
na casca. Contudo as abordagens diferem no impacto sobre os extrataveis, sendo que a remogao
maxima, 81,5%, ocorre na pré-extracdo com etanol/agua. Seguidamente, a casca previamente
extraida foi sujeita a cozimento kraft, com fator H 1114 e alcalinidade de 22% e 24%. Concluiu-se
que se obtém valores de IK mais baixos em cozimentos com a mesma carga alcalina e rendimento
depurado quando este processo é precedido pela pré-extracdo e que o cozimento de casca extraida
com etanol/agua apresenta o melhor compromisso entre 0 aumento do grau de deslenhificacéo e a
diminuicdo do rendimento.

Os resultados da caracterizacdo quimica das fragdes solidas resultante das sequéncias de
processamento da casca (pré-extracdo seguida de cozimento) e do cozimento da casca tal e qual,
sugerem que a pré-extracdo de compostos polares aumenta a propensao das hemiceluloses para a sua

remocao durante o cozimento, pois 52,9% das hemiceluloses sdo removidas no cozimento da casca
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tal e qual enguanto que no cozimento de casca extraida removem-se 62,5%, no caso da casca extraida
com etanol/agua, e 70,4%, no caso de casca extraida com agua, o que se pode dever a alteracfes da
acessibilidades das mesmas durante a pré-extracdo. A fragcdo de lenhina e de polissacarideos néo
difere significativamente entre as diferentes pastas de casca extraida e as pastas de casca tal e qual,
sendo que estas se diferenciam pelo seu teor de extrataveis em etanol/tolueno que na pasta de casca
extraida se encontra entre 0,23% e 0,37%, e na pasta de casca tal e qual é 0,46%.

Por fim, as fracBes sélidas resultantes das sequéncias de valorizacdo foram sujeitas a
hidrélise enzimatica e determinou-se a concentragdo das solucBes de agucares produzidas, a massa
de acucares redutores em cada solugdo e a conversdo de polissacarideos em acgucares redutores.
Verificou-se que as sequéncias de processos que integram a pré-extracdo permitem obter solucdes
de aclUcares mais concentradas e uma maior conversdo de polissacarideos em agUcares redutores,
71,7% para a pré-extragdo com etanol/agua e 62,3% para a pré-extracdo com agua, enquanto que a
sequéncia que integra o cozimento da casca tal e qual resultou numa conversdo de 50,8%. Estes
resultados sugerem que as alteraces induzidas na composicdo quimica da casca durante a pré-
extracdo com etanol/agua, nomeadamente a remocdo de extrataveis, beneficiam o acesso dos
polissacarideos as enzimas.

O impacto global de cada sequéncia de valorizag&o da casca nos polissacarideos e a produgao
anual de acucares redutores foram contabilizados para uma unidade industrial com produgéo anual
de 100 000 ton de casca, através de um balanco de massa global. Verificou-se que a sequéncia que
integra a pré-extracdo com etanol/agua produz a maior quantidade de agucares redutores, 33 148
ton/ano. Esta producéo é superior, em 12%, a producdo na sequéncia que integra a pré-extragdo com
agua e superior, em 25%, a producao da sequéncia que integra apenas o cozimento kraft da casca.

Resumindo, com este trabalho concluiu-se que na pré-extracdo com etanol/agua, a 83°C
durante 264 minutos, é possivel integrar a extracdo de compostos polares na sequéncia de valorizagéo
da casca, induzindo simultaneamente alteragbes na sua composi¢cdo quimica, nomeadamente a
remocdo de 81,5% dos extrataveis em etanol/tolueno. Estas alteragdes aumentam a digestibilidade
da fragdo solida resultante do cozimento kraft face a hidrélise enzimética, permitindo produzir a
solucdo final com maior concentracdo de agucares, 47,7 mg/mL, e a maior quantidade de agucares
redutores por 100000 ton/ano de casca, de entre as sequéncias de processos estudados.

Futuramente, devem ser realizados cozimentos kraft da casca tal e qual e da casca extraida
sob diferentes condi¢Bes de operacdo, nomeadamente de carga alcalina, de forma a otimizar as
condicBes do cozimento com o intuito de determinar o limite de 1K das pastas que compromete a sua
hidrélise enzimatica. Relativamente a hidrolise enzimatica, sugere-se o estudo do impacto da carga

enzimatica e da duracdo do ensaio na conversdo de polissacarideos presentes na pasta de casca em
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acucares simples. Por tltimo sugere-se a realizacdo do estudo comparativo da viabilidade econdmica

de cada sequéncia de processos.
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Apéndices
A. Figuras Auxiliares

A.1l. Reacdes da lenhina no processo de cozimento kraft
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Figura A. 1 - Formacdo do intermediario derivado quinona (I) por clivagem da ligagdo a-O-4 em unidades fendlicas.
Adaptado de [24].
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Figura A. 2 - Mecanismo de clivagem das ligagdes B-O-4 entre unidade fenolicas em meio alcalino. Adaptado de [24].
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Figura A. 3 - Mecanismo da clivagem das liga¢des 3-O-4 entre unidades ndo-fendlicas. Adaptado de [24].
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Figura A. 4 - Clivagem de uma ligagdo carbono-carbono, libertando formaldeido. Adaptado de [24].
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Figura A. 5 - Reagdo de condensagéo da lenhina: formagao de uma ligagdo a-1.
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A.2. Reacdes dos polissacarideos no processo de cozimento kraft
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Figura A. 6 - Reacdo de degradacdo dos polissacarideos em meio alcalino: A- reagdo de peeling; B- Reagédo de stopping.

Adaptado de [24].
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B. Exemplos de calculo

B.1. Elaboracgéo da curva de calibracéo das pentosanas

O procedimento seguido para a elaboracdo da curva de calibragdo das pentosanas encontra-
se descrito na norma TAPPI T223 cm.

Comecou-se por pesar porcdes entre 10 e 100 mg de xilose seca. A cada por¢do adicionaram-
se 20 g de NaCl e 100 mL de HCI 3,85N e efetuou-se a destilacdo e o desenvolvimento de cor de
acordo com o procedimento descrito em 2.1.2.5 (pagina 34). Em seguida, leu-se a absorvancia das
solucbes a um comprimento de onda de 630 nm utilizando como branco 5 mL de HCI 3,85N ao qual
foi aplicado o mesmo procedimento para desenvolvimento de cor.

Em seguida, a massa de xilose (my;;0se) Utilizada foi convertida em massa de pentosanas
(Mpentosanas) através da razdo (Ry) entre a massa molar de pentosanas (M7pentosanas), determinada
por substracdo da massa molar de uma molécula de H,O a massa molar de xilose, e a massa molar

de xilose (Mry;jose) COMO € indicado nas Equagdes B. 1 e B. 2.

Ry = Mtpentosanas _ 132 = 0,88 >
Mryiiose 150

Mpentosanas = Mxilose X 0,88 B.2

Ry — Raz&o entre a massa molar de pentosanas e a massa molar de xilose;
MTpentosanas — Massa molar de pentosanas, em g/mol,;

Mryi10se — Massa molar de xilose, em g/mol,;

Mpentosanas — Massa de pentosanas, em mg;

Myilose - Massa de xilose, em mg.

Conhecendo a massa de pentosanas e a absorvancia a 630 nm correspondente, elaborou-se a

curva de calibracdo para o célculo do teor de pentosanas, indicada na Figura 2.2.

B.2. Célculos para a realizagdo dos ensaios de hidrolise enzimética

A demonstracgao dos calculos necessarios a cada ensaio de hidrdlise enzimatica foi elaborada
com base no ensaio de hidrélise enzimatica da pasta de casca tal e qual, com alcalinidade 22%.
Os ensaios de hidrélise enzimatica realizaram-se com amostras de pasta himida. A humidade

de cada pasta utilizada encontra-se na Tabela B. 1.
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Tabela B. 1 - Humidade da pasta de madeira, casca tal e qual e casca extraida utilizadas na hidrdlise enzimatica.

% humidade

Pasta de madeira 66,3
Pasta de casca tal e qual 74,0
Pasta de casca extraida com etanol/agua 72,8
Pasta de casca extraida com agua 70,4

Desta forma foi necessario calcular a massa de pasta himida (m.q; ¢ qua1) @ PeSar para

garantir que se encontram 50 g de pasta absolutamente seca na suspenséo, segundo a Equacédo B. 3.

_ Mpasta as.
Mtale qual = %humidade
100

50
S Mgl e qual = — 740

1 -0

B.3

S Megre quat = 192,2 g

Meqi e quar — Massa de pasta himida, em g;
Mpasta a.s. — Massa de pasta absolutamente seca, em g;

%humidade — Humidade da pasta, em % de casca.

Em seguida, calculou-se o volume da mistura comercial Cellic Ctec 2 (V) a colocar num
baldo de 200 mL. O volume de 200 mL corresponde ao volume de solugdo enzimética (Vsg)
adicionada a suspensdo para garantir que Cellic Ctec 2 se dispersa homogeneamente. Este calculo,
descrito nas EquacOes B. 5 e B. 6, teve por base a carga enzimatica escolhida para o ensaio, a sua
atividade enzimatica e a massa de hidratos de carbono (pentosanas e celulose) presentes na amostra
de pasta, calculada segundo a Equacéo B. 4. O volume de Cellic Ctec 2 adicionado em cada ensaio

encontra-se no Apéndice C.1.

mHC,paSta = mPentosanaS,paSta + mCelulose,pasta

%Pentosanasyqstq %Celuloseyqsiq
< Mycpasta = 100 measta as. T 100 measta a.s. B. 4
18,5 79,1
=3 = ——x50 x50
Micpasta = 700 %+ 1g0

S Mycpasta = 488 g
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CZ =CE X% mHC’pasm

B.5
& CZ=25%48,8 © CZ = 12199 FPU
CZ 12199
== = 10,6 mL B.6

Ve = — =
E™AE ™ 1147

Mpyc pasta — Massa de hidratos de carbono na pasta, em g;
Mpentosanas,pasta — Massa de pentosanas na pasta, em g,
Mcetulosepasta — Massa de celulose na pasta, em g;
%Pentosanasyqs, - Fragdo de pentosanas na pasta, em % de pasta;
%Celulose,qqq - Fragdo de celulose na pasta, em % de pasta;

CE — Carga enzimética, em FPU/gyc;

CZ - Carga enzimatica, em FPU;

AE — Atividade enzimética, em FPU/MLepnzima;

Ve — Volume de Cellic Ctec 2, em mL.

O volume total da suspensdo é 1L, indicando-se que nos ensaios de hidrélise enzimatica a
fracdo solida encontra-se suspensa em tampdo citrato de sddio 50 mM pH=4,8. Para evitar o gasto
de 1L de tampéo citrato de sédio 50 mM calculou-se um volume e concentracdo equivalentes,
adicionando-se a suspensdo 100 mL de tampado citrato de s6dio 0,5M pH=4,8.

Por Gltimo, o volume de 4gua a adicionar a suspensdo para perfazer o volume de 1L é
calculado segundo a Equacdo B. 8. Esta determinacao tem por base o volume da solucdo enzimatica,
o0 volume de tampdo citrato de sodio 0,5M pH=4,8 e o0 volume de agua presente na amostra de pasta

utilizada, que é determinado pela Equacéo B. 7.

Végua,pasta =Mgqie qual — mpasta a.s.

< Végua,pasta =192,2-50=1422¢g

Végua = Vsuspenséo - (Végua,pasta + VSE + VTC O,SM)

B.8
& Vigua = 1000 — (142,2 + 200 + 100)

& Vigua = 557,8 mL

Viguapasta — VOlUMe de agua na pasta, em mlL;

Vsgua — Volume de agua a adicionar na suspenséo, em mL;
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Vsuspensao — Volume total da suspensao, em mlL;
Vsg — Volume da solucgdo enzimética, em mL;

Vrc o,5m — Volume de tampéo Citrato de sodio 0,5M, em mL.

B.3. Calculo da concentracgéo da solucdo de agucares redutores

A demonstracdo do célculo da concentracdo de aglcares redutores foi elaborada com base
na amostra de hidrolisado retirada da suspensao ap6s 24h do ensaio de hidrélise enzimética da pasta
de casca tal e qual com alcalinidade 22%, e na caracterizacdo quimica da pasta (Tabela 3.5).

A concentracdo da solucdo de agucares redutores é determinada segundo o método DNS,
recorrendo aos parametros da equacdo da curva de calibracdo da glucose (Equagdo B. 9), a
absorvancia média de cada amostra a um comprimento de onda de 540 nm (Abss4 nm) € @0 fator de

diluicdo de cada amostra (FD), segundo a Equacdo B. 10.

y = 0,153x — 0,0268 B.9

Abs —b
CAR = —54::11"1 X FD

B. 10
0,231 - (—0,0268)

& Car = 0,153

& Cyr = 33,7 mg/mL

C,r - Concentracdo de agucares redutores, em mg/mlL;
AbSc 40 nm — Absorvancia média a 540 nm;

m — Declive da curva de calibragdo da glucose;

b — Ordenada de origem da curva de calibracdo da glucose;

FD — Fator de diluicdo da amostra de hidrolisado.

B.4. Determinacgéo da atividade enzimatica de Cellic Ctec 2

O procedimento para a determinacdo da atividade enzimatica da mistura comercial de
enzimas Cellic Ctec 2 segue as normas da IUPAC [70]. O calculo da atividade enzimatica tem por
base a Equacdo B. 11 cujo denominador é determinado através de, pelo menos, duas diluicdes de
Cellic Ctec 2 de forma a determinar a concentracao que permite a libertacao de 2+0,5 mg de terminais
redutores equivalentes a glucose. O numerador da Equacdo B. 11 é obtido através do fator de

conversdo de 2 mg de terminais redutores equivalentes a glucose em mmoles de glucose
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(2,0/0,18016), do volume de Cellic Ctec 2 utilizado no ensaio (0,5 mL) e do tempo de incubac¢éo
requerido para a formacao dos terminais redutores equivalentes a glucose (60 minutos), segundo a
Equacéo B. 12.
0,37
AE = B.11

mLenzima
m solugdo

2,0/0,18016

037 B.12
0,5 X60 ’
AE — Atividade enzimatica, em FPU/mL -
enzima
MLenzima - Quociente entre o0 volume de Cellic Ctec 2 e o volume de solugéo.

MLsoucio

Pelo método DNS e com o auxilio da curva de calibracéo da glucose (Figura 2.5) determinou-
se a concentracdo de glucose libertada por cada diluicdo de Cellic Ctec 2, segundo o exemplo de
célculo descrito no Apéndice B.2. Em seguida, determinou-se a massa de glucose correspondente
através da Equacdo B. 13, na qual o volume final de solu¢do em cada tudo de ensaio é 24,5 mL.

Maiucose = Colucose X Vsotucao B.13
Meucose — Massa de glucose, em mg;
Cerucose — Concentracdo de glucose, em mg/mL;

Vsotucao — Volume final de solugdo, em mL.

Em seguida, elaborou-se a representacdo grafica da massa de glucose em fungdo do
quociente entre o volume de Cellic Ctec 2 e o volume de solugdo (MLenzima/MLsowgao);
representada na Figura B. 1.

3,5

3,0
2,5

2,0 y = 2,156In(x) + 14,37
15 R2 = 0,961

Mgc (MQ)

1,0
05

0,0
0,0025 0,0030 0,0035 0,0040 0,0045 0,0050 0,0055
mLenzima/mLsolugéo

Figura B. 1 — Representacéo gréfica da massa de glucose (meic) em funcéo do quociente entre o volume de Cellic Ctec 2 e
o volume de s0lu¢&o (MLenzima/MLsotucio)-
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Com os parametros desta equacéo, declive (m) e ordenada na origem (b), determinou-se a
diluicdo de Cellic Ctec 2, cuja concentracdo permite a libertacdo de cerca de 2 mg de terminais
redutores equivalentes a glucose. Em seguida determinou-se a atividade enzimatica da mistura

comercial de enzimas, segundo as Equac6es B. 14 e B. 15, respetivamente.

-b 2—14,37
MLenzima = = e 215 = 3226x107 B.14
mLsolu;éo '
0,37
_ ’ _ FPU B. 15
AE 3,226x1073 114,7 / MLenzima

B.5. Calculo da converséo de acUcares redutores

A demonstragdo do calculo da conversdo de agucares redutores foi elaborada com base na
amostra de hidrolisado retirada da suspensdo apés 24h do ensaio de hidrélise enzimatica da pasta de
casca tal e qual com alcalinidade 22%, e na caracterizagdo quimica da pasta (Tabela 3.5).

O célculo da conversédo de agUcares redutores é realizado através da comparacdo da massa
de acucares redutores libertada ao longo dos ensaios de hidrolise e a massa tedrica de aglcares na
pasta (glucose e xilose).

No final das 24h de cada ensaio o hidrolisado foi filtrado a vacuo para remover sélidos
remanescentes em suspensdo. Desta forma quantificou-se o volume final de hidrolisado de cada
ensaio (Vi;iarotisado)» CUjoS resultados se encontram no Apéndice C.1.

A concentracdo de agUcares redutores em cada amostra (C,z) € determinada pelo método
DNS, segundo o exemplo de célculo indicado no Apéndice B.3. Através da concentragdo de aglcares
e do volume de hidrolisado recolhido no final do ensaio de hidrélise (V},;4ro1isado) determinou-se a

massa de agUcares redutores em cada amostra (my,), segundo a Equacéo B. 16.
Myr = CAR X Vhidrolisado X 10_3 = 33,72 X 820 X 10_3 = 27,7g B. 16
C,r — Concentracdo de agucares redutores, em mg/mlL;
myg — Massa de acUcares redutores, em g;
Vhidrotisado — VOlume de hidrolisado final, em mL.
A massa teorica de aglicares redutores (Myg tesricq) € @ SOMa da massa de glucose e da massa

de xilose estimadas para a massa de pasta utilizada no ensaio. Para este efeito calcula-se a razdo entre

a massa molar de celulose e massa molar de glucose, R, como é indicado na Equagdo B. 17. A
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massa molar da celulose (M7¢ei0se) € determinada através da subtragdo da massa molar de uma
molécula de H>O removida na formagdo de uma ligag&o glicosidica entre duas unidades de glucose,
a massa molar da glucose (M1,cose) que € 180 g/mol, obtendo-se o valor de 162 g/mol para a massa

molar da celulose.

— MrCelulose — 162
M TGlucose 180

R; = 0,90 B. 17

R; — Razéo entre a massa molar de celulose e a massa molar de glucose;
M7¢eruiose — Massa molar de celulose, em g/mol,

Mrgcose — Massa molar de glucose, em g/mol.

Uma vez que o teor de celulose na pasta (%Celulosepqs:q) € conhecido, determina-se a
massa de celulose na pasta (Mceuiosepasta) através da Equacdo B. 18 e, aplicando o resultado a

razdo R estima-se a massa de glucose na pasta (mgjycose pasta) COMO € indicado na Equagéo B. 19.

%Celuloseyqsiq 79,09
Mcelulose,pasta = 100 XMpasta a.s. = 100 x50 =396 g B. 18
Mcelulose pasta _ 39,6 B. 19
MGiucose,pasta = - u};ze P2 = 090 =439g

Mcelulosepasta — Massa de celulose na pasta, em g;
%Celulosey,qstq — Teor de celulose na pasta, em % de pasta;
Mpasta a.s. — Massa de pasta absolutamente seca, em g;

Mglucose,pasta — Massa de glucose na pasta, em g.

Para calcular a massa de xilose na pasta segue-se um procedimento semelhante ao anterior,
determinando-se a razdo (Ry) entre a massa molar de pentosanas, determinada por substracdo da
massa molar de uma molécula de H,O a massa molar de xilose, e a massa molar de xilose (Equagéo
B. 20).

R, = Mtpentosanas — 132 =0,88 >
Mryiose 150

Ry — Raz&o entre a massa molar de pentosanas e a massa molar de xilose;

MTpentosanas — Massa molar de pentosanas, em g/mol,;
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Mryi0se — Massa molar de xilose, em g/mol.

Posteriormente, calcula-se a massa de pentosanas na amostra de pasta (Mpentosanas,pasta) €
aplica-se esse valor a razdo Ry determinando-se a massa de Xilose na pasta (my;jose pasta) S€9UNO

as Equacdes B. 21 e B. 22, respetivamente.

%Pentosanas,,q; 18,50
Mpentosanas = 100 P XMpasta a.s. = 100 x50 =9,25g B.21
m 9,25
Myilose = Pen};c))(sanas — 58 — 10’5 g B.22

Mpentosanaspasta — Massa de pentosanas na pasta, em g,
%Pentosanaspqstq — T€0r de pentosanas na pasta, em % de pasta;
Mpasta a.s. — Massa de pasta absolutamente seca, em g;

Myil0se,pasta — Massa de xilose na pasta, em g.

Seguidamente, determina-se a massa tedrica de agUcares redutores na pasta (Mg resrica)

através da Equacdo B. 23 e consequentemente a conversdao em agutcares redutores (x), pela Equacao
B. 24.

MYR tesrica = MGlucose,pasta T Mxilose pasta = 439+ 10,5=544¢9 B.23

Mg 277
x = X100 = =7

mAR_teérica ’

x100 = 50,8% B. 24

Myr resrica — Massa teodrica de agUcares redutores na pasta, em g;
MGlucose,pasta — Massa de glucose na pasta, em g;

Myilose,pasta — Massa de xilose na pasta, em g;

x — Conversdo em agucares redutores, em %;

myg — Massa de aclcares redutores produzidos, em g.
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B.6. Célculo das fragdes removidas na pré-extracéo e no cozimento kraft

B.6.1. Célculo da fracdo removida na pré-extracdo da casca de E. globulus

A demonstracgdo do célculo da fracdo removida na pré-extracdo da casca foi realizada com
base na fracdo de pentosanas na abordagem da pré-extracdo com etanol/agua.

No ambito do estudo do impacto da pré-extracdo na composi¢do quimica da casca de E.
globulus, calculou-se a fracdo removida de cada componente da casca durante a pré-extracao (%Rp),
através da Equacdo B. 26. Para isso, a composi¢cdo das amostras de casca extraida foi recalculada
para a base de massa inicial da casca, segundo a Equagéo B. 25 na qual P representa um componente
genérico da composicdo quimica da casca.

p= Pyt X(100 — Mgxr)

100
19,34 x(100 — 14,45
P = ( ) &P =16,5% B.25
100
%Rp = —— X100
0 B.26
18,9 — 16,5
© %Rp = — 20— X100 & %Rp = 12,4%

P,,: - Fracdo de pentosanas apds a extracdo, em % de casca extraida;

Next — ReNdimento da extragdo, em % de casca inicial.

P — Fracéo de pentosanas ap0ds extracdo, em % de casca inicial;

%Rp — Fracdo removida de pentosanas durante a extragdo, em % de casca inicial;

P, — Fracdo de pentosanas na casca inicial, em % de casca inicial.
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Na Figura B. 2 encontram-se ilustradas as fracOes de extrataveis em etanol/tolueno, lenhina

total, pentosanas e celulose da casca tal e qual removidas durante a extracdo com etanol/agua e a

extracdo com agua.
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% Removida

etanol/tolueno

Lenhina Total Pentosanas

m Extracdo com etanol/agua

Extracdo com agua

Figura B. 2 - Fragdo de extrataveis em etanol/tolueno, lenhina total, pentosanas e celulose* removida na extracdo da casca
com etanol/agua e na extragcdo com agua, face a casca tal e qual.

B.6.2. Calculo da fragdo removida no cozimento de casca tal e qual e de casca
extraida

Com o objetivo de analisar o impacto da pré-extracdo no cozimento kraft, a composi¢do das

pastas de casca extraida foi recalculada para a base de casca extraida, a partir de Equacédo B. 27, e

em seguida determinou-se a fracdo removida de cada componente no cozimento, pela Equacgdo B.

28. Relativamente a composicdo das pastas de casca tal e qual, esta foi também recalculada para a

base de casca inicial.

A demonstracdo deste célculo foi realizada com base na fracdo de pentosanas no cozimento

kraft da casca extraida com etanol/agua.

Ppasta X ndep

14,6 x 49,7
And Pe.xt = 100

S P =7,26%

P, — P
%Rp = (u) %100
0
© %R, = (19,3 — 7,20) %100
oftp = 19,3

© %Rp = 62,5 %
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P,qstq - Fracao de pentosanas na pasta de casca extraida, em % de pasta;

P,,: — Fracdo de pentosanas na pasta de casca extraida, em % de casca extraida;
Naep — RENdimento da depurado, em % de casca extraida.
%Rp — Fracdo removida de pentosanas durante o cozimento, em % de casca extraida;

P, — Fragdo de pentosanas na casca extraida, em % de casca extraida.

A fracBes de extrataveis, lenhina, pentosanas e celulose perdidas durante o cozimento da
casca extraida com etanol/agua, da casca extraida com agua e da casca tal e qual, encontram-se no
gréafico da Figura B. 3.
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m Cozimento da casca tal
e qual
7
6 = Cozimento da casca
5 extraida com
etanol/agua
4
Cozimento da casca
3 extraida com agua
2 I I
0
22 24 22 24 22 24 22 24

Extrataveis Lenhina Total Pentosanas Celulose*
etanol/tolueno

%Removida
o o o o o o o

=
o

Figura B. 3 - Frago de extrataveis em etanol/tolueno, lenhina total, pentosanas e celulose* removidas no cozimento kraft
de casca extraida e de casca tal e qual.

B.7. Calculos do balango de massa global

No balanco de massa global das sequéncias de valorizagdo da casca de E. globulus estudadas
neste trabalho, pretende-se determinar a massa de acUcares redutores e a massa de compostos
fendlicos totais produzidos admitindo que sdo alimentadas ao processo 100 000 ton de casca
anualmente. O balan¢o global tem por base o digrama genérico de processo da Figura B. 4.

A 5 ; Hidrolise
» Pré-extracao »| Cozimento S
mPs,casca mPs,casca ext kraft mPs,p asta nzimaftica Mg
mGlc,pasta
mXil,pasta
Mpsext Mpg coz

Figura B. 4- Diagrama genérico para o balan¢o de massa a cada sequéncia de valorizag&o.
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A demonstracdo do calculo do balango de massa foi realizada com base na sequéncia de
valorizacdo que integra a pré-extracdo com etanol/agua e o cozimento kraft, com fator H 1114 e
alcalinidade de 22%.

Primeiramente, determinou-se a massa de polissacarideos na casca alimentada a sequéncia de

processos através da Equacédo B. 29.

%Ps, casca
Mpg casca = Mcasca X
’ 100
B. 29

75,4
S Mpg casca = 100000XW S Mpg casca = 75440 ton/ano

Mps casca — Massa de polissacarideos na casca inicial, em ton/ano;
Measca — Massa de casca tal e qual alimentada ao processo, em ton/ano;

%Ps, casca — Teor de polissacarideos na casca inicial, em % de casca inicial;

Em seguida, realizou-se o balango a massa de polissacarideos na pré-extracdo da casca para
determinar a massa de polissacarideos presente na casca extraida (Equagéo B. 30).

Mps casca = Mps,ext + Mps casca ext

%R
Ps,ext
And mPS,casca - ("lPs,casca>< 100 ) + mPs,casca ext

YoRps ext B. 30
S Mpg casca ext = mPS.CascaX< _ ﬁ)
13,3
& Mps,casca ext = 79440X (1 - 100)

S Mps casca ext = 65406 ton/ano

Mps ext — Massa de polissacarideos removidos na pré-extragéo, em ton/ano;
Mps casca ext — Massa de polissacarideos na casca extraida, em ton/ano;

%Rpsext — Fracéo de polissacarideos removidos na pré-extracéo, em % de casca inicial.

A metodologia descrita acima foi aplicada no balanco a massa de polissacarideos no
cozimento kraft com o intuito de determinar a massa de polissacarideos na pasta resultante (Equacao
B. 31).
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mPs,casca ext — mPs,coz + mPs,pasta

4 mPs,casca ext — (mPs,casca extx%RPs,coz) + mPs,pasta

%RPs,coz) B.31

4 mPs,pasta = mPs,casca ext X (1 - 100

36,6
& Mpg pasta = 65406 X (1 - 100)

S Mpg pasta = 41468 ton/ano

Mps,coz — Massa de polissacarideos removidos no cozimento kraft, em ton/ano;
Mps pasta — Massa de polissacarideos na pasta, em ton/ano;

%Rps co, — Fragéo de polissacarideos removidos no cozimento kraft, em % de casca extraida.

Conhecendo a massa de polissacarideos na pasta resultante do cozimento kraft de casca
previamente extraida, determinou-se a massa de pentosanas e de celulose na pasta, segundo a
Equacédo B. 32 e a Equacdo B. 33, respetivamente.

%Pentosanasyqsiq
Mpentosanas pasta = Ps,pasta
’ %Ps P
pasta
B. 32
< Mpentosanas,pasta = 0,15x41468
S Mpentosanas,pasta = 6194 ton/ano
%Celulosey,qstq
mCelulose,pasta = 0/ P mPs,pasta
0P Spasta B.33

S Mceluiose,pasta — 0,85%x41468

S Mceerulose,pasta = 35273 ton/ano

Aplicando a razdo entre a massa molar de pentosanas e a massa molar de xilose (Ry) a massa

de pentosanas na pasta, determinou-se a massa de xilose disponivel na pasta segundo a Equacgéo B.
34.

Mpentosanas,pasta

Rx

Myilpasta =

B. 34
6194

S Myjpasta = 088 © My pasta = 7039 ton/ano
)
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My pasta — Massa de xilose disponivel na pasta, em ton/ano;
Mpentosanas,pasta — Massa de pentosanas na pasta, em ton/ano;

Ry — Raz&o entre a massa molar de pentosanas e massa molar de xilose.

Da mesma forma, aplicando a razéo entre a massa molar de celulose e a massa molar de
glucose (R;) a massa de celulose na pasta, determinou-se a massa de glucose disponivel na pasta
segundo a Equacéo B. 35.

Mcelulose,pasta
Mgicpasta = R
G

35273 B. 35
< Mgicpasta = 090

© Mgiepasta = 39193 ton/ano

Mgicpasta — Massa de glucose disponivel na pasta, em ton/ano;
Mcetulosepasta — Massa de celulose na pasta, em ton/ano;

R; — Razdo entre a massa molar de celulose e massa molar de glucose.

A soma da massa de xilose e da massa de glucose na pasta, permite determinar a massa de
agucares disponiveis na pasta para a hidrélise enzimatica (Equacao B. 36). Desta forma, conhecendo
a massa de agucares na pasta e a conversdo de polissacarideos em agucares redutores por hidrélise
enzimatica, determinou-se a massa de aclcares redutores produzidos em cada sequéncia de

valorizacéo, segundo a Equacéo B. 37.

mAR,pasta = mXil,pasta + mGlc,pasta

& Myg pasta = 7039 + 39193

B. 36
© Myp pasta = 46232 ton/ano
X
Myr = Mygpasta X (m)
71,7 B. 37
= = 46232X% (—) ‘
AR 100

© myp = 33148 ton/ano

Myg pasta — Massa de aglcares redutores disponiveis na pasta, em ton/ano;
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myr — Massa de agUcares redutores produzidos, em ton/ano;

x — Conversdo de polissacarideos em acUcares redutores;

C. Tabelas e Figuras Auxiliares

C.1. Resultados da hidrélise enzimatica

C.1.1. Volume de Cellic Ctec 2 e volume final de hidrolisado

Apéndices

Tabela C. 1 — Volume de Cellic Ctec 2 utilizado em cada ensaio e volume final de hidrolisado obtido em cada ensaio.

Ensaio de hidrolise enzimética Vg (mL) Vhidrotisado (ML)
Pasta de madeira 10,7 850
Pasta de casca tal e qual 10,6 820
Pasta de casca extraida com etanol/agua 10,7 820
Pasta de casca extraida com agua 10,7 800

C.1.2. Conversdo, concentracdo e massa de agucares redutores

Tabela C. 2 — Resultados do ensaio de hidrdlise enzimética da pasta de madeira.

t (h) AbS540 nm FD Car (mg/mL)  myg (9) x (%)
0,0 0,0710 5 3,20 2,72 4,97
0,5 0,523 5 18,0 15,3 27,9
1,0 0,344 5 24,2 20,6 37,6
15 0,397 10 27,7 23,5 43,0
2,0 0,449 10 31,1 26,5 48,4
2,5 0,494 10 34,1 29,0 52,9
3,0 0,523 10 35,9 30,5 55,8
4,0 0,286 10 40,9 34,8 63,6
50 0,325 20 46,0 39,1 714
6,0 0,350 20 49,3 41,9 76,6
7,0 0,389 20 54,4 46,2 84,5
8,0 0,378 20 52,9 45,0 82,3
8,5 0,380 20 53,1 45,2 82,6
23,0 0,467 20 64,5 54,8 100,3
24,0 0,476 20 65,8 55,9 102,2
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Tabela C. 3 - Resultados do ensaio de hidrélise enzimatica da pasta de casca tal e qual.

t (h) AbSs540 nm FD Car (mg/mL)  myg (9) x (%)
0,0 0,216 5 7,92 6,50 11,9
0,5 0,284 5 10,1 8,32 15,3
1,0 0,200 10 14,8 12,2 22,3
15 0,230 10 16,8 13,8 25,3
2,0 0,250 10 18,1 14,8 27,2
2,5 0,259 10 18,7 15,3 28,1
3,0 0,278 10 19,9 16,3 30,0
3,5 0,161 20 24,6 20,1 37,0
4,5 0,177 20 26,7 21,9 40,1
50 0,186 20 27,8 22,8 41,9
6,0 0,194 20 28,9 23,7 43,5
7,0 0,198 20 29,3 24,1 44,2
8,0 0,206 20 30,5 25,0 45,9
23,0 0,226 20 33,1 27,1 49,8
24,0 0,231 20 33,7 27,7 50,8

Tabela C. 4 - Resultados do ensaio de hidrdlise enzimatica da pasta de casca extraida com etanol/agua.

t(h) AbS540 nm FD Car (mg/mL)  myg (9) x (%)
0,0 0,163 5 6,19 5,08 9,31
0,5 0,469 5 16,2 13,3 24,4
1,0 0,264 10 19,0 15,6 28,6
15 0,393 10 27,4 22,5 41,3
2,0 0,454 10 31,4 25,8 47,3
2,5 0,507 10 34,9 28,6 52,5
3,0 0,513 10 35,3 28,9 53,1
3,5 0,260 20 37,4 30,7 56,3
45 0,278 20 39,9 32,7 60,0
50 0,281 20 40,2 33,0 60,5
6,0 0,286 20 40,9 33,5 61,4
7,0 0,290 20 41,4 34,0 62,3
8,0 0,294 20 41,9 34,4 63,0
23,0 0,335 20 47,3 38,8 71,1
24,0 0,338 20 47,7 39,1 71,7
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Tabela C. 5 - Resultados do ensaio de hidrdlise enzimatica da pasta de casca extraida com agua.

t (h) AbSs540 nm FD Car (mg/mL)  myg (9) x (%)
0,0 0,0950 5 3,98 3,19 5,85
0,5 0,318 5 11,3 9,0 16,5
1,0 0,222 10 16,2 13,0 23,8
2,0 0,272 10 19,6 15,7 28,7
2,3 0,296 10 21,1 16,9 31,0
2,5 0,346 10 24,4 19,5 35,8
3,0 0,358 10 25,1 20,1 36,9
3,5 0,178 20 26,7 21,4 39,2
4,0 0,185 20 27,6 22,1 40,6
4,5 0,188 20 28,0 22,4 41,1
6,0 0,200 20 29,7 23,7 43,5
7,0 0,211 20 31,0 24,8 45,6
21,0 0,295 20 42,1 33,7 61,8
22,0 0,295 20 42,1 33,7 61,8
23,0 0,296 20 42,2 33,8 62,0
24,0 0,298 20 42,4 33,9 62,3

C.2. Resultados do calculo da fracdo removida na pré-extracdo e no cozimento
kraft

Tabela C. 6 — Composicao quimica da casca extraida com etanol/agua e da casca extraida com &gua recalculada para a base
de massa inicial de casca.

Casca extraida com etanol/agua  Casca extraida com agua

% M/Mcascaas. % M/Mcascaas.

Cinzas 1,75 1,57
Extrataveis em etanol/tolueno 0,321 1,49
Lenhina Klason 16,8 17,5
Lenhina soltvel 1,27 1,40

Lenhina total 18,1 18,9
Pentosanas 16,5 15,6
Celulose* 48,9 50,5
Polissacarideos** 65,4 66,1

*A fracao de celulose nas amostras de E. globulus foi calculada por diferenca entre 100% e o somatério da fragéo
dos componentes determinados experimentalmente.
**Soma do teor de pentosanas e do teor de celulose em cada amostra.
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Tabela C. 7 — Fragdo removida de cada componente da casca (%Rp) na pré-extragdo com etanol/agua e na pré-extracdo
com agua.

Casca extraida com etanol/agua  Casca extraida com 4gua

%Rp (% M/Mcascaas) %Rp (%6 M/Mcascaas)

Cinzas 19,9 28,1
Extrataveis em etanol/tolueno 81,5 14,3
Lenhina Klason 11,7 7,8
Lenhina soluvel 21,8 14,1

Lenhina total 12,5 8,3
Pentosanas 12,4 17,5
Celulose* 13,6 10,7
Polissacarideos** 13,3 12,4

Tabela C. 8 - Composicao quimica da pasta de casca tal e qual recalculada para base de massa inicial de casca, e da pasta
de casca extraida com etanol/agua e com &gua recalculada para a base de massa de casca extraida.

Pasta de casca
extraida com
etanol/agua

Pasta de casca
extraida com agua

Pasta de casca tal e
qual

(% m/ Mecasca a.s.) (% m/ Mecasca_ext a.s.)

(% m/ Mecasca_ext a.s.)

AA (%) 22 24 22 24 22 24

Cinzas 0,255 0,301 0,268 0,297 0,363 0,400
Extrataveis em etanol/tolueno 0,219 0,190 0,115 0,0978 0,186 0,170
Lenhina Klason 0,440 0,282 0,427 0,297 0,333 0,214
Lenhina solavel 0,265 0,264 0,313 0,337 0,194 0,179

Lenhina total 0,704 0,546 0,741 0,634 0,527 0,394
Pentosanas 8,90 8,06 7,26 6,93 5,24 4,95
Celulose* 38,0 37,2 41,3 41,5 43,4 40,1
Polissacarideos** 46,9 453 48,6 48,5 48,6 45,0
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Tabela C. 9 - Fragéo removida (%Rep) de cada componente da casca extraida com etanol/agua, da casca extraida com agua
e da casca tal e qual no cozimento kraft.

Pasta de casca

extraida com Pasta de casca
Pasta de casca tal e , p ,
qual etanol/agua extraida com agua
%Rp %Rp

%Re (% m/m
P ( casca as.) (Y% M/Mcasca_extas.) (% M/Mcasca_ext as.)

AA (%) 22 24 22 24 22 24

Cinzas 88,3 86,2 86,8 85,4 79,6 77,5
Extrataveis em etanol/tolueno 87,4 89,0 69,3 73,9 89,0 90,0
Lenhina Klason 97,7 95,4 97,8 98,5 98,3 98,9
Lenhina solavel 82,0 80,1 76,4 74,6 86,5 87,5

Lenhina total 96,6 97,4 96,5 97,0 97,5 98,2
Pentosanas 52,9 58,3 62,5 64,2 70,4 72,0
Celulose* 33,0 35,0 27,9 27,5 24,6 30,3
Polissacarideos** 37,9 40,9 36,6 36,7 35,3 40,1

C.3. Representacao grafica do rendimento depurado em funcéo do teor de lenhina total

nas pastas
60
55
Casca tal e qual
= 50
S
§ Casca extraida com
45 etanol/agua
Casca extraida com agua
40
35
0,8 09 1,0 11 1,2 1,3 1,4 15 1,6

Lenhina Total (%)

Figura C. 1 — Representagdo grafica do rendimento depurado (ndep) em funcdo do teor de lenhina total nas pastas de casca
tal e qual, pastas de casca extraida com etanol/agua e pastas de casca extraida com agua.
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