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Abstract

The worldwide increasing demand for energy has been leading to the exhaustion of fossil fuels reserves.
This situation is pushing the search for alternative renewable energies, such as biofuels that can be
directly used in the transportation sector. Carob pulp, which is an endogenous biomass waste that
contains high levels of readily fermentable sugars (40-50% w/dw) and also a lignocellulosic fraction (ca
20% wi/dw) that can be further fermented after being hydrolyzed, arises as a very suitable feedstock for
bioethanol production. However, in a recent work carried out at LNEG, results suggested that the low
yields obtained in the enzymatic hydrolysis of the lignocellulosic fraction of carob pulp were due to its
high polyphenolic content. Thus, the aim of the present work was to apply a photocatalytic method to
carob pulp to degrade its polyphenols and to evaluate the impact of this treatment on the yield of the
enzymatic hydrolysis process. Carob pulp was first characterized for its composition and then the
material was processed into three products: whole carob pulp (WCP), carob syrup and extracted carob
pulp (ECP). ECP and carob syrups were obtained by extraction of the WCP soluble sugars by direct
contact with water, using a solids: liquid ratio of 1:3 and temperatures of 25 and 50 °C, respectively.
Results showed that carob syrups extracted at 25°C and at 50°C contained 236.4 and 488.4 mg GAE/I,
respectively, while the ECP at 25°C and 50°C contained 6.30 and 7.37 mg GAE/g (d.w. of ECP),
respectively. Detoxification of carob syrups by photocatalysis showed that the soluble polyphenols were
successfully removed, while in the ECP at 25°C the polyphenolic content increased from 6.30 to 20.64
mg GAE/g (d.w. of ECP). Nevertheless, both substrates (ECP and carob syrup) lost their intense orange-
brown color, which is believed to correspond to colored polyphenols, after photocatalysis. Finally,
enzymatic hydrolysis was applied to ECP treated and not-treated by photocatalysis and results showed

a significant increase on the yield of the process (from 22% to 38%).

Keywords: carob pulp; bioethanol; polyphenols; photocatalysis; enzymatic hydrolysis.



Resumo

O aumento das necessidades energéticas a nivel mundial e o elevado consumo de combustiveis fésseis
tem levado a procura de fontes de energia renovaveis, surgindo assim os biocombustiveis (e.g. bioetanol)
como uma possivel alternativa aos combustiveis fosseis. Nesta perspetiva, a polpa de alfarroba surge
como um residuo enddgeno adequado a producdo de bioetanol por conter uma elevada concentracao de
acucares sollveis (40-50% peso seco (p.s.)), além de uma fracdo lenhocelulésica (aproximadamente
20% p.s.) que podera ainda ser fermentada apos hidrolise. No entanto, trabalhos recentemente realizados
no LNEG mostraram que os baixos rendimentos obtidos na hidrélise enzimatica da polpa de alfarroba
podiam resultar do alto contetido em polifendis na polpa. Assim, a finalidade do presente trabalho foi
aplicar um método de destoxificagdo, designado de fotocatalise, & polpa de alfarroba para remover os
polifendis e avaliar o impacto deste processo no posterior rendimento da hidrdlise enzimatica. A polpa
de alfarroba foi primeiramente caracterizada e processada de modo a se obterem trés subprodutos
diferentes: polpa de alfarroba inteira (PAIl), xarope de alfarroba e polpa de alfarroba extratada (PAE). A
PAE e os respetivos xaropes foram obtidos ap6s extracdo dos agucares sollveis da PAI por contacto
direto com &gua, usando uma razéo sélido:liquido de 1:3 e duas temperaturas de extracdo, 25 e 50°C.
Em seguida, aplicou-se o método fotocatalitico a cada um dos subprodutos mencionados. Os resultados
mostraram que a fotocatélise removeu totalmente os polifendis presentes nos xaropes (236,4 e 488,4 mg
EAG/I). Contrariamente, na PAE a aplicacdo da fotocatélise levou a um aumento significativo dos
polifendis sollveis que foi de 6,30 mg EAG/g (p.s. PAE) para 20,64 mg EAG/g (p.s. PAE) na polpa
extraida a 25°C. No entanto, quer na PAE quer nos xaropes de alfarroba a cor castanho-alaranjada
caracteristica dos polifendis corados existentes na polpa de alfarroba desapareceu apos aplicacdo da
fotocatalise. Por fim, aplicou-se a hidrélise enziméatica a PAE tratada e ndo tratada por fotocatalise,

tendo os resultados mostrado um aumento no rendimento da hidrélise de 22% para 38%.

Palavras-chave: polpa de alfarroba; bioetanol; polifendis; fotocatalise; hidrdlise enzimatica.
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Producéo de Bioetanol a partir de Polpa de Alfarroba: destoxificacdo de polifendis por fotocatalise

Engquadramento e objetivos do trabalho:

Tendo em conta que as necessidades energéticas globais estdo a aumentar e que estas sdo supridas
maioritariamente pelo consumo de combustiveis fdsseis (principalmente petr6leo) cujas reservas se
encontram cada vez mais perto do esgotamento, tornou-se obrigatdria a procura de fontes de energia
alternativas como é o caso das energias renovaveis em geral (e.g. solar, e6lica, hidrica, biomassa,
biogas, etc.) e dos biocombustiveis em particular. Os biocombustiveis, nomeadamente o biodiesel e
0 bioetanol, ocupam um lugar especial pois sdo 0s Unicos que atualmente podem ser diretamente
utilizados nos meios de transporte. De forma a promover e incentivar o uso de biocombustiveis
(especialmente os obtidos a partir de recursos endogenos) tém sido langadas a nivel europeu e
nacional vérias diretivas e decretos-lei, que entre muitas outras coisas langam a obrigatoriedade de

integracdo de 10% de biocombustiveis nos combustiveis fosseis até 2020.

Os biocombustiveis podem ser obtidos a partir de matérias-primas que sao usadas para outros fins,
como seja na alimentacdo (e.g. 6leos vegetais, milho, etc.), sendo nesse caso designados de 12
geracdo, ou entdo serem produzidos a partir de residuos organicos, sendo entdo designados de 22
geracgdo. No caso do bioetanol, este é considerado de 12 geracdo se for produzido a partir de matérias-
primas ricas em agucares diretamente fermentaveis (e.g. cana-de-agucar, beterraba, milho, sorgo,
etc.) e de 2% geracdo se for produzido a partir da biomassa lenhocelulésica, residuos vegetais e
subprodutos agroalimentares ou industriais (e.g. dreche cervejeira, polpa de alfarroba, pasta de papel,
etc.)

Para produzir bioetanol a partir de matérias-primas sacarinas apenas é necessario efetuar uma
fermentacdo pois 0s microrganismos assimilaram diretamente estes agUcares sollveis (sacarose,
glucose e frutose). No entanto, se a matéria-prima for lenhocelulésica, antes da fermentagdo é
necessario efetuar uma hidrélise enzimatica (ou quimica) de forma a converter os polissacaridos em
monossacaridos. Assim, no processo de producao de bioetanol de 22 geragdo existem dois passos
principais, a sacarificacdo e a fermentacdo. Estes dois passos podem ser realizados sequencialmente
e 0 processo designa-se Separated Hydrolysis and Fermentation (SHF), ou simultaneamente, e entdo
0 processo é designado Simultaneous Saccharification and Fermentation (SSF). Em ambos os
processos (SHF e SSF) é usual ter de se aplicar um pré-tratamento (térmico ou quimico) a biomassa
lenhocelulésica antes da hidrdlise enzimatica por forma a aumentar a acessibilidade das enzimas a

celulose e assim melhorar o rendimento da hidrélise.

A alfarrobeira (Ceratonia siliqua) é uma arvore tipica dos paises Mediterraneos que produz um fruto
cujo principal aproveitamento industrial ¢ uma goma alimentar composta por galactomananos
extraida das suas sementes. A polpa de alfarroba (fruto sem sementes) representa cerca de 90% do
peso seco do fruto e é extremamente rica em agUcares solUveis: sacarose, glucose e frutose. Dado o

valor caldrico da polpa de alfarroba, esta tem sido tradicionalmente utilizada na alimentacdo, quer
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humana quer animal. No entanto, o baixo teor em proteina (ca 5,4% peso/peso (p/p)) e a presenca de
elevadas concentragdes de polifendis altamente condensados (até 20% p/p) limita a sua utilizagéo na
alimentacdo. No entanto, elevado teor em agUlcares (até 54% p/p) diretamente extrataveis em agua
da polpa de alfarroba, torna este material extremamente adequado para a producéo de bioetanol. Para
além disso, este material vegetal contém, para além dos acucares soltveis, uma fracdo celuldsica
(14% plp), cuja hidrélise podera produzir uma quantidade adicional de agucares fermentesciveis,
aumentando assim o rendimento global do processo (I etanol/ton polpa). Assim, a polpa de alfarroba
é um residuo agroalimentar que, para além de ser um recurso endégeno, é uma matéria-prima com

elevado potencial para producao de bioetanol.

Trabalho anteriormente realizado no LNEG, no dmbito de um projeto QREN (AlfaEtilico), mostrou
que a utilizag&o integral dos agucares da polpa de alfarroba (sacarose e celulose) através da integracéo
de tecnologias de 12 e 22 geracdo para producao de bioetanol, permitiu aumentar o rendimento global
do processo (I etanol/ton polpa). No entanto, verificou-se que o passo limitante na otimizacédo do
processo é a hidrdlise enzimatica da polpa cujo rendimento maximo obtido foi de apenas 20%.
Sabendo-se que os polifendis estdo presentes na polpa de alfarroba em elevadas concentracdes e que
estes podem inibir a hidrélise enzimatica, colocou-se a hip6tese da sua remocao poder melhorar a
eficiéncia do processo enzimatico. Apesar de existirem outros métodos para destoxificar os
polifenois da polpa de alfarroba, nomeadamente a utilizacéo de carvéo ativado, neste trabalho optou-
se por usar o método da fotocatéalise uma vez que este ndo s6 pode ser diretamente aplicado a polpa
de alfarroba como ainda representa um método ambientalmente mais favoravel uma vez que pode

utilizar a energia solar como catalisador da reacdo de oxidagéo.

Objetivos do trabalho:

O objetivo geral do presente trabalho foi a otimizacao do processo de producéo de bioetanol a partir

de polpa de alfarroba. Os objetivos especificos foram:

1°) Aplicar um método fisico-quimico -a fotocatéalise- para degradar os polifendis existentes na polpa

de alfarroba e quantificar o seu efeito;
2°) Avaliar o impacto da fotocatalise no rendimento da hidrélise enzimatica da polpa de alfarroba;

3°) Aplicar a fotocatalise a polpa de alfarroba e efetuar fermentaces em SSF com a polpa tratada e

nédo-tratada para comparar o rendimento global do processo de produgéo de etanol;

Abordagem experimental:

Muito sucintamente, o trabalho experimental desta tese consistiu em:
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1. Processar e caracterizar quimicamente a matéria-prima: polpa de alfarroba;
2. Aplicar a fotocatélise a polpa de alfarroba e comparar os rendimentos da hidrélise enzimética
aplicada a polpa tratada e ndo tratada;

3. Efetuar fermentacées em SSF com polpa de alfarroba tratada e ndo tratada e determinar o
rendimento global do processo em | etanol/ton polpa.
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1. Introducéo

1.1 Biocombustiveis: bioetanol

Atualmente, as necessidades energéticas globais dependem maioritariamente dos combustiveis
fosseis (cerca de 80% das necessidades energéticas mundiais). O elevado consumo destes
combustiveis levara a um previsivel esgotamento das fontes de energia féssil e estd a causar,
globalmente, alteracdes climaticas principalmente devido a emissdo de gases poluentes como COy,
NOy, SOy, CxHx, cinzas, entre outros compostos organicos, que sdo emitidos para a atmosfera como

resultado da sua combustdo (Das & Veziroglu, 2001).

Devido a estes fatores, nos Ultimos anos, a procura de fontes de energia sustentaveis e amigas do
ambiente para as nossas industrias e sociedade consumidora tornou-se umas das grandes prioridades
a escala global. Consequentemente, existe um enorme interesse na producdo e consumo de
combustiveis provenientes de fontes renovaveis, como plantas ou residuos orgénicos (Mabee et al.,
2005).

Os biocombustiveis produzidos a partir de fontes renovaveis poderdo ajudar a minimizar a queima
de combustiveis fosseis e consequentemente a producdo de CO,. Estes biocombustiveis tém o
potencial de reduzir a emissdo de CO, pois as plantas a partir das quais eles sdo produzidos
consomem CO; durante 0 seu crescimento. Assim, os biocombustiveis produzidos a partir de
biomassa irdo mitigar o aquecimento global pois a quantidade de CO, produzida durante a sua
queima é semelhante a quantidade de CO, consumida durante a fotossintese o que evitara o aumento
do CO; acumulado na atmosfera (Naik et al., 2010). No entanto, segundo alguns autores, esta
quantificagdo em muitos casos ndo é feita de forma correta pois ndo é tido em conta no balanco de
carbono o impacto relativo as alteragdes no uso dos solos. De facto, normalmente ignora-se que, para
além dos gases de efeito de estufa libertados durante o processo de producéo dos biocombustiveis,
também se deve ter em conta a alteragdo no balanco de carbono resultante da conversdo dos terrenos
para produzir a respetiva matéria-prima. Esta contabilizacéo € de importancia vital se o terreno ndo
tiver sido usado anteriormente ou se tiver sido sujeito a outros usos como a silvicultura ou a pastagem.
Esta lacuna na quantificagdo dos balancos de carbono normalmente leva a uma sobrestimagéo do
potencial de mitigacdo de carbono pelo uso de biocombustiveis, principalmente tendo em conta que
hoje em dia a desflorestacdo ou a degradacéo florestal causam cerca de 20% das emiss@es totais de
carbono (Lange, 2011).

Existem varios tipos de biocombustiveis como é o caso do bioetanol, do biodiesel ou do biogés. O
bioetanol comecou a ser produzido em larga escala em paises como o Brasil e 0s Estados Unidos da
Ameérica (EUA), com o investimento nesta area a ser feito a partir da crise do petréleo dos anos 70,
e € expectavel que seja um dos biocombustiveis dominantes no setor dos transportes durante 0s

préximos 20 anos (Timilsina & Shrestha, 2011). No Brasil a producéo € feita a partir dos agucares
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provenientes das vastas plantacfes de cana-de-acUcar existentes no pais, enquanto que nos EUA a
producdo é feita a partir do amido proveniente das plantagdes de milho. O etanol (C.HsO) pode ser
misturado com combustiveis fésseis ou usado como éalcool puro em motores dedicados. O etanol
apresenta algumas vantagens face a gasolina quando usado num motor de combustdo interna, uma
vez que possui um namero de octanas e calor de vaporizagdo mais elevados (Hahn-Hégerdal et al.,
2006), 0 que permite uma taxa de compressdo mais elevada e um periodo de queima menor (Balat et
al., 2008).

1.2 Panorama energético na Unido Europeia

Na Unido Europeia (UE), para além dos problemas ambientais, o petréleo também traz problemas a
nivel econdmico devido ao aumento do seu preco e a crescente taxa de dependéncia energética
suscetivel de impedir a recuperagdo da economia. Assim, se nada for feito, dentro de 20 a 30 anos
cerca de 70% das necessidades energéticas da UE serdo cobertas por produtos importados contra 0s

atuais 50% o que podera trazer grandes impactos a nivel econémico (Livro Verde, 2001).

De forma a evitar o crescente aumento da dependéncia energética da UE, foi lancada em 2003 a
Diretiva 2003/30/CE “relativa a promocao e utilizagdo de biocombustiveis ou outros combustiveis
renovaveis nos transportes” (UE, 2003). Mais tarde, em 2009, foi langada a Diretiva 2009/28/CE
“relativa a promogdo da utilizacéo de energia proveniente de fontes renovaveis” e que revoga e altera
a Diretiva 2003/30/CE. Esta diretiva definiu uma quota de 10% para a utilizagdo de energia
proveniente de fontes renovaveis no sector dos transportes até 2020, os limites de incorporagédo
obrigatéria de biocombustiveis para os anos entre 2011 e 2020, e ainda que a produgdo de

biocombustiveis s6 seréa contabilizada se estes forem produzidos de forma sustentavel (UE, 2009).

O mercado europeu é marcado por uma elevada presenca de automoveis a gaséleo, os quais podem
usar biodiesel, o que leva a uma maior procura de biodiesel em detrimento do bioetanol. Assim, a
nivel europeu o consumo de biodiesel é de 79,1%, enquanto que o consumo de bioetanol corresponde

apenas a 19,9% (Figura 1.1).
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Figura 1.1: Estimativa do consumo de biocombustiveis na UE no final de 2012. Fonte:
EurObserv’ER, 2013.

1.3 Panorama energético em Portugal

Portugal é um pais com escassos recursos energéticos endogenos, principalmente aqueles que
asseguram a generalidade das necessidades energéticas da maioria dos paises desenvolvidos, como
0 petréleo, o carvdo e o gas natural. Esta escassez de recursos fosseis conduz a uma elevada
dependéncia energética do exterior (Figura 1.2), nomeadamente das importacfes de fontes
energéticas primarias de origem fossil. Assim, sera importante aumentar a contribuigéo das energias

renovaveis para que esta dependéncia energética decresca (DGEG, 2010).

90%
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S 82%
S 80%
S 78%
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Ano

Figura 1.2: Taxa de dependéncia energética em Portugal entre 2000 e 2010. Fonte: DGEG,2010.

Como estado membro da Unido Europeia, Portugal publicou em 2006 o Decreto-Lei n°62/2006 que
transpds a Diretiva 2003/30/CE para a ordem juridica nacional. Com o surgimento da Diretiva
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2009/28/CE foi elaborada a Estratégia Nacional para a Energia 2020 que prevé a definigdo dos
critérios de sustentabilidade para os biocombustiveis e a promocdo da utilizacdo de recursos
enddgenos para a sua produgdo (Presidéncia do Conselho de Ministros, 2010), mais tarde refletida
no Decreto-Lei n°117/2010. Este decreto-lei definiu os limites minimos de incorporagéo obrigatéria
de biocombustiveis para os anos de 2011 a 2020 e criou, para a verificagdo das metas de
incorporagdo, um sistema de emissdo de Titulos de Biocombustiveis (TdB). Este sistema atribui uma
valorizacdo adicional aos biocombustiveis produzidos a partir de residuos e detritos ou de matérias-
primas de origem lenhocelulésica, bem como a partir de matéria organica endégena, em particular a

ndo alimentar, de forma a privilegiar o valor acrescentado nacional.

Pelas razdes anteriormente referidas, atualmente, em Portugal a producdo de biocombustiveis
restringe-se exclusivamente ao biodiesel. Efetivamente, o consumo de bioetanol corresponde apenas
a 1 % do total dos biocombustiveis consumidos, sendo que a produgdo industrial ainda ndo foi
implementada quer por falta de meios que permitam uma economia de escala quer porgque oS

incentivos a sua produgédo ndo sdo tdo aliciantes como no caso do biodiesel.

1.4 Competition food vs fuel: matérias-primas sacarinas versus lenhoceluldsicos

Os biocombustiveis podem ser produzidos a partir de 6leos vegetais, cereais, beterraba, residuos
organicos e biomassa processada. Matérias-primas biol6gicas com uma quantidade consideravel de
acucares diretamente fermentaveis (sacarose, glucose e frutose) ou que possuam materiais que
possam ser convertidos nestes aglcares, como a celulose e o amido, podem ser fermentados para
produzir bioetanol e serem usados nos motores a gasolina (Mal¢a & Freire, 2006). As matérias-
primas utilizadas na producdo de bioetanol podem ser classificadas em trés tipos diferentes: (i)
matérias-primas ricas em sacarose (e.g. cana-de-agUcar, beterraba, sorgo, polpa de alfarroba), (ii)
materiais ricos em amido (e.g. milho, trigo e cevada), (iii) biomassa lenhoceluldsica (e.g. madeira,
palha e ervas) (Balat et al., 2008).

Quando os biocombustiveis sdo produzidos a partir de matérias-primas ja usadas noutros fins, como
seja na alimentacdo (e.g. 6leos vegetais, milho, cana-de-agucar, etc.), sdo designados de 12 geragéo.
Quando sdo produzidos a partir de residuos organicos ndo alimentares sdao chamados de 22 geracao.
No caso do bioetanol, este é considerado de 12 geracao se for produzido a partir de matérias-primas
ricas em fontes de carbono facilmente fermentaveis (e.g. cana-de-acUcar, beterraba, milho, sorgo,
etc.), ou de 22 geracdo quando produzido a partir de biomassa lenhoceluldsica ou de residuos vegetais
e subprodutos agroalimentares ou industriais (e.g. dreche cervejeira, polpa de alfarroba, pasta de

papel, etc.).

Na Tabela 1.1 apresenta-se a produtividade potencial (i.e. tedrica) de diferentes matérias-primas que

podem ser utilizadas na produgéo de bioetanol.
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Tabela 1.1: Produtividade em etanol para diferentes matérias-primas.

Produtividade em bioetanol

Matéria-prima (I/ton matéria-prima necessaria)

Milho 409
Trigo 360
Polpa de alfarroba 320
Beterraba 200
Sorgo sacarino 140
Cana-de-agucar 85

Fonte: Sanchez et al., 2010.

A sobre-exploragdo das matérias-primas atualmente utilizadas na producéao de biocombustiveis de 12
geracdo (e.g. milho, trigo, cana-de-agucar, entre outros) tem criado algum ceticismo no seio da
comunidade cientifica devido aos possiveis impactos ambientais. Mas a maior controvérsia associada
aos biocombustiveis de 1° geracdo centra-se na tematica food versus fuel. Na verdade, o aumento da
producdo de biocombustiveis tem incentivado a procura de certas matérias-primas (e.g. cana-de-
acucar, milho, trigo, etc.) que sdo também utilizadas na alimentacdo, o que tem levado ao aumento
do preco desses alimentos (Balat et al., 2008). Além disso, como foi verificado por Hill et al. (2006)
serd impossivel os biocombustiveis substituirem o petréleo sem que isso afete o abastecimento
alimentar. Tomando como exemplo os EUA, se toda a producéo de milho e de soja fosse dedicada a
producdo de biocombustiveis isso apenas iria corresponder a cerca de 12% das necessidades de
gasolina e 6% das necessidades de gaséleo. Globalmente, se se dedicassem as seguintes culturas,
trigo, arroz, milho, sorgo, cana-de-aglcar, mandioca e beterraba, que atualmente ocupam cerca de
42% das terras cultivaveis do planeta, a producdo de bioetanol, isso apenas seria suficiente para suprir
cerca de metade da gasolina consumida mundialmente (Srinivasan, 2009). Assim, existe atualmente
uma grande pressdo para encontrar matérias-primas alternativas que possam ser utilizadas na
producdo de biocombustiveis, mas que ndo criem problemas ambientais nem de abastecimento
alimentar. Nesta perspetiva, matérias-primas provenientes de residuos agroalimentares, industriais e
florestais, tém o potencial para fornecer uma nova geracdo de biocombustiveis, os chamados
biocombustiveis de segunda geracgdo. Estes biocombustiveis de segunda geracao, produzidos a partir
de biomassa de plantas, correspondem na sua maioria a material lenhocelul6sico, ndo-alimentar,
barato e abundante. No entanto, a utilizacdo de material lenhocelul6sico para producéo de bioetanol
ndo €, atualmente, economicamente viavel devido ao elevado numero de barreiras técnicas que

precisam de ser ultrapassadas (Naik et al., 2010).

Sendo a biomassa das plantas um dos mais abundantes e inutilizados recursos bioldgicos no planeta,
esta é vista como uma fonte promissora para produgdo de biocombustiveis. Apesar disso, a producéao
de biocombustiveis a partir de subprodutos agricolas apenas pode satisfazer uma pequena parcela

das crescentes necessidades em combustiveis liquidos (Gomez et al., 2008).
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Presentemente ainda ndo existem biorefinarias especializadas na producdo comercial de
biocombustiveis de segunda geracao, embora ja se encontrem a ser desenvolvidas instalagdes piloto
e de demonstracdo. Para ja, o que é garantido é que os biocombustiveis de segunda geracdo podem
reduzir significativamente as emissdes de CO,, ndo competem com as culturas alimentares e alguns
tipos podem até melhorar a performance do motor. Mas, a partir do momento em que possam ser
comercializados a precos competitivos tém o potencial de ser equiparaveis a gasolina e ao gaséleo,
sendo ainda uma melhor escolha para o sector dos transportes rodoviarios pois a sua “pegada de

carbono” é menor (Naik et al., 2010).

1.5 Processos de producéo de bioetanol de 22 geracdo: SSF e SHF

Como jé foi referido, os materiais lenhoceluldsicos sdo os mais abundantes complexos organicos de
carbono existentes no planeta e sdo basicamente constituidos por trés componentes: celulose,
hemicelulose e lenhina (Santos et al., 2010). A biomassa lenhoceluldsica é composta por trés fragdes
diferentes (Figura 1.3) e apresenta tipicamente cerca de 40-60% de celulose, 20-40% de hemicelulose
e 10-25% de lenhina (Hamelinck et al., 2005). A celulose é um homopolimero de glucose de cadeia
longa, cuja formula empirica é a seguinte: (CsH100s)n, em gque n tem um valor minimo de 200.
Apresenta uma estrutura linear, onde se estabelecem multiplas ligagGes entre os grupos —OH de
cadeias justapostas de glucose. As cadeias de glucose formam uma camada impermeavel a agua,
sendo portanto insolGveis ha mesma. Por sua vez, a hemicelulose difere da celulose por ser amorfa,
com estruturas ramificadas e compostas pela combinacdo de varios aglcares (xilose, arabinose,
glucose, manose, galactose) e acidos urénico. A hemicelulose é mais solGvel em dgua e mais facil de
ser degradada do que a celulose. A lenhina é um heteropolimero tridimensional, reticular, com uma
base fendlica composta de trés tipos de unidades de fenilpropano interligados por ligagdes do tipo C-
C ou C-O-C (Oliveira, 2012). E extremamente resistente & hidrélise acida e confere normalmente

uma estrutura rigida aos materiais lenhocelulésicos.

o 00 oo

Celulose Hemicelulose Lenhina

Glu Glu Glu Glu Glu GalMan X AraOther  Alcoois de lenhina

(coniférico, sinapico, vanilico)

(Glu glucose, ol galactose, Man manose, ¥ xilose, Aro arabinose, Other L-ramnose, L-fucose,
acidos urdnico)

Figura 1.3: Composi¢éo quimica do material lenhocelulésico. Fonte: Oliveira, 2012.
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Para produzir bioetanol a partir de matérias-primas sacarinas é apenas necessario efetuar uma
fermentacdo, visto que a sacarose é um acucar diretamente assimilavel pelos microrganismos. No
entanto, para utilizar materiais lenhocelulésicos, é necessario antes da fermentacdo efetuar uma
hidrdlise, que pode ser enzimatica ou quimica, a fragdo lenhocelulésica de forma a converter os
polissacaridos que a comp&em em monossacaridos. Assim, no processo de producéao de bioetanol de
22 geracdo existem dois passos principais, a sacarificagdo e a fermentacdo. Estes dois passos podem
ser realizados sequencialmente e o processo designa-se entdo por Separated Hydrolysis and
Fermentation (SHF), ou simultaneamente, e entdo o processo é designado por Simultaneous
Saccharification and Fermentation (SSF). Em ambos os processos (SHF e SSF), é usual ter de
aplicar-se um pré-tratamento (térmico ou guimico) a biomassa lenhocelulésica antes da hidrolise
enzimatica, de modo a aumentar a acessibilidade das enzimas a celulose e melhorar o rendimento da

hidrélise.

A hidrolise &cida é efetuada com acidos fortes, como seja acido sulfurico (H2SO4) ou acido cloridrico
(HCl), concentrados. As hidrdlises acidas sdo em geral rapidas e eficazes na “desconstrucao” da
biomassa lenhocelul6sica mas apresentam diversos inconvenientes: elevada toxicidade, séo
COrrosivos e perigosos e necessitam de reatores resistentes a corrosdo devido as condi¢oes extremas
de uso (temperatura 100 — 120°C e pH 1 — 2) (Taherzadeh & Karimi, 2007), 0 que apresenta um
elevado custo inicial e de manutencdo ao longo do seu uso. Para além disto, para que este tratamento
seja economicamente vidvel é necessario efetuar a recuperagdo do &cido utilizado apés a hidrdlise
(Sun & Cheng, 2002), o que torna a hidrolise acida um processo complexo e com elevados custos.
Mas, a principal desvantagem da utilizacdo da hidrélise &cida na sacarificacdo de materiais
lenhocelulésicos consiste no facto de se produzirem durante 0 processo compostos como o acido
aceético, furfural e hidroxi-metil-furfural, que sdo extremamente toxicos para 0s microrganismos que
em seguida irdo fermentar os respetivos hidrolisados. Assim, apds a hidrdlise &cida é necessario

destoxificar os hidrolisados lenhoceluldsicos, o que é caro e moroso.

Ao contrario da hidrolise acida, a principal caracteristica da hidrélise enzimatica é a especificidade
das enzimas para o substrato, 0 que evita a formacéao de produtos secundarios toxicos. Por esta razao,
a utilizacdo de enzimas celuloliticas e xilanoliticas na hidrélise de materiais lenhocelulésicos é
atualmente o processo mais usado na producédo de bioetanol de 22 geracdo. Além disso, na hidrolise
enzimatica os custos de operacdo sdo mais baixos em comparacdo com a hidrolise acida devido as
condi¢Bes moderadas de operacdo (temperatura 30 — 50°C e pH 6 — 7) e a auséncia de problemas de
corrosdo (Xiao et al., 2004). No entanto, a hidrolise enzimatica também apresenta algumas
desvantagens e limitagdes, como sejam: o custo elevado das enzimas, mas que tem diminuido nos
Gltimos anos, e a lentiddo do processo de hidrélise quando a glucose se acumula no meio reacional
devido a velocidade da reacdo ser limitada pelo produto. A velocidade da reacdo enzimatica apresenta

usualmente duas fases: uma fase inicial rapida com uma curva logaritmica, seguida duma fase lenta
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com uma curva assimptética (Ramos et al., 1993). Tipicamente, como acontece no caso do eucalipto,
a hidrdlise enziméatica de materiais lenhoceluldsicos ocorre de forma répida na fase inicial do
processo, onde é libertada aproximadamente metade da celulose existente em menos de 24 horas
como acontece no caso do eucalipto, sendo que a restante costuma demorar mais dois dias a ser
totalmente hidrolisada (Gregg & Saddler, 1996). Este fendmeno verifica-se devido a agdo do produto
final, pois este € o grande responsavel pela inibicdo que impede a conversdo continua e rapida da
celulose em glucose (Xiao et al., 2004). Esta é a principal razdo pela qual foi desenvolvido o processo
SSF para fermentar hidrolisados lenhoceluldsicos usando hidroélise enzimatica. Como no processo
SSF ocorre simultaneamente a libertacdo e consumo da glucose, a velocidade da hidrélise enzimatica
ndo € limitada pelo produto (glucose) pois toda a glucose libertada no meio é imediatamente

consumida pelo microrganismo.

1.6 A polpa de alfarroba como matéria-prima para producao de bioetanol

A polpa de alfarroba, que corresponde ao fruto da alfarrobeira ao qual foram retiradas as sementes,
é um residuo agricola com baixo valor econémico e para o qual é dado atualmente pouco uso. Estas
caracteristicas em conjunto com o seu elevado contelldo em acUcares sollveis torna esta matéria-

prima muito apetecivel para ser usada na producédo de bioetanol (Sanchez et al., 2010).

1.6.1 Alfarroba: Recurso endogeno

A alfarrobeira (Ceratonia siliqua) (Figura 1.4) é uma arvore perene que é cultivada nas regides do
mediterraneo e que apresenta grande longevidade (Lima-Costa et al., 2012). Pode crescer até
aproximadamente 10 a 20 metros de altura, apresenta uma coroa semiesférica suportada por um
tronco espesso de ramos fortes e pouco flexiveis e da-se bem em solos pobres que ndo estdo
preparados para outros cultivos, ndo precisando de ser regada para niveis de precipitacdo na ordem
dos 250 mm/ano, sendo assim uma excelente solugdo para solos pobres e calcarios (Dasenekis &
Zografakis, 2002). A alfarrobeira demora bastante tempo até entrar em periodo de producéo,
variando o tempo médio de espera até que ocorra a primeira producéo entre 3 e 5 anos, enquanto que

a producao madura s6 ocorre passados 5 a 7 anos (dados fornecidos pela AGRUPA).
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igura 1.4: Fotografia de uma alfarrobeira.

A fileira da alfarrobeira é particularmente importante nas regides do mediterraneo, assumindo maior
relevo em paises como Espanha, Portugal, Grécia, Italia, Marrocos, Tunisia e Turquia, onde se
concentra 76% da producdo anual mundial de alfarroba. Em Portugal, é produzida maioritariamente
na regido do Algarve, que apresenta condi¢Ges edafo-climéaticas extremamente favoraveis ao seu
desenvolvimento (DRAPALG, 2007), isto é: um clima com elevado grau de aridez, caracterizado
por um verdo quente e seco e uma precipitacdo anual na ordem dos 400-500 mm (Correia & Martins-
Lougé&o, 2005).

De acordo com dados recentes, a produgdo mundial de alfarroba estima-se em cerca de 400 mil
toneladas por ano, sendo que no Algarve a producao é de cerca de 50 mil toneladas por ano e o seu
prego ¢é de cerca de 200 € por tonelada, prego este que varia de ano para ano (Lima-Costa et al.,
2012). Nos ultimos anos tem existido um aumento de plantagdes de alfarroba, sendo que entre 2000
e 2012 foram plantadas a volta de 2 milhdes e 800 mil novas arvores, 0 que corresponde a um
aumento anual de 1800 toneladas de alfarroba produzida. Nos proximos 5 anos esta previsto que
ocorra um aumento de producdo de cerca de 80 mil toneladas por ano devido ao facto das novas
plantagdes atingirem a idade adulta (dados fornecidos pela AGRUPA).

1.6.2 Alfarroba: Composigéo e suas aplicagdes

O fruto da alfarrobeira (alfarroba) (Figura 1.5) é constituido pela polpa e pelas sementes, que
representam respetivamente cerca de 90% e 10% do seu peso seco (Biner et al., 2007). Atualmente,

a maior parte do valor econémico da alfarroba reside nas suas sementes, donde se extrai uma goma
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alimentar constituida principalmente por galactomananos (Kumazawa et al., 2002) e que é usada na
inddstria alimentar como aditivo natural (E410), mas também na indUstria farmacéutica, cosmética,
téxtil e da pasta de papel, devido as suas propriedades estabilizantes, emulsificantes e espessantes
(Bernardo-Gil et al., 2011).

alfarroba

Y <) kibble
~
P
20
o

semente
Figura 1.5: Alfarroba e seus constituintes.

A composicdo quimica da polpa de alfarroba varia com o clima, a variedade cultivada e as técnicas
de crescimento, mas apresenta sempre um elevado contetdo em agUcares soltveis (40-50% p/p) e
polifendis (até 20% p/p), entre eles taninos e &cido galico, e um baixo contetido em proteinas (3-4%)
e lipidos (0,4-0,8%) (Dasenakis & Zografakis, 2002; Kumazawa et al., 2002). Nos agucares soluveis
podemos encontrar maioritariamente sacarose (65-75% do total de agUcares), glucose e frutose (15-
25% do total de agUcares) e um baixo contetdo de outros aglicares como manose, galactose e maltose,
entre outros (Petit & Pinilla, 1995). Esta elevada presenca de aglcares na polpa podera fazer com
gue a importancia econémica da alfarroba aumente e que esta seja usada como matéria-prima na
producdo varios produtos bioldgicos como seja, dextrina, frutose, &cido citrico e etanol (Lima-Costa
etal., 2012). Comparando o contetdo de agUcares e a produtividade da alfarroba com os apresentados
por outras matérias-primas utilizadas para 0 mesmo fim, conclui-se que a alfarroba apresenta-se

como uma boa alternativa para a producdo de bioetanol (Tabela 1.2).

Tabela 1.2: Produtividade e conteddo em acgUcares nas diferentes culturas

Cultura Conteuddo de agucares (%) Produtividade (ton/ha)
Beterraba 16 40-50
Cana-de-agucar 13 50-100
Milho 60 4-8
Trigo 62 2-9
Sorgo sacarino 70 4-15
Alfarroba 40-50 8-10

Fonte: Vourdoubas et al., 2002. * Kumazawa et al., 2002.
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A elevada presenca de agUcares sollveis na polpa de alfarroba e a simplicidade do processo de
extracdo (por contato direto com &gua) em conjunto com o baixo valor econémico e a pouca
utilizacdo dada a polpa de alfarroba, tornam esta matéria-prima bastante apetecivel para a realizacdo
de fermentacGes em condicOes de elevadas concentracBes de agucares como seja a fermentacao
alcodlica. Depois da extracdo dos agucares soluveis, a polpa de alfarroba restante consiste numa
fracdo lenhocelul6sica que contém uma elevada presenca de celulose (até 14% do peso seco (p.s.)).
Esta celulose pode assim ser ainda aproveitada para produzir bioetanol de 22 geracdo, apds hidrolise
e fermentacdo. Trabalhos realizados anteriormente no LNEG verificaram que a maneira de se obter
maiores produtividades e rendimentos na conversao da polpa de alfarroba para etanol é através da

realizacdo da hidrolise enzimatica e fermentacdo em conjunto (SSF) (dados ndo publicados).

A grande vantagem da alfarroba para producao de bioetanol em Portugal em comparagdo com outras
matérias-primas, é o facto de esta ser um recurso enddgeno, o0 que evita 0 seu transporte a grandes
distancias e significa que a sua utilizacdo ndo terd grandes impactos a nivel ambiental. A grande
limitagdo neste momento € o baixo volume de producdo, o impede a viabilizacdo econémica da

producéo de bioetanol, pois este € um processo de economia de escala (baixo prego/grande volume).

Para além da elevada presenca de acucares, a polpa de alfarroba contém também uma elevada
concentracdo de polifendis, sendo que estes ainda ndo foram bem caracterizados (Kumazawa et al.,
2002). Além disso, alguns dos trabalhos efetuados até ao momento (Papagiannopoulos et al. 2004;
Owen et al., 2003) apresentam diferencas significativas na composi¢do dos compostos fendlicos
encontrados na fibra de alfarroba (fracdo lenhocelulésica). Enquanto que no estudo de
Papagiannopoulos et al. (2004) se concluiu que a fibra de alfarroba apresenta 41 compostos fenélicos
diferentes numa concentracdo total de 4,14 mg/(g p.s. fibra alfarroba), no estudo realizado por Owen
et al (2003) foram identificados 24 compostos fendlicos numa concentragdo total de 3,94 mg/(g p.s.
fibra de alfarroba). Mas, em ambos os estudos foi referida a presenca de acidos fenolicos (mais
concretamente o acido galico), taninos hidrolisaveis (que sdo polimeros de agucares e fenois),
flavonoides, e taninos condensados (que sdo polimeros de flavonodides) como sendo os polifendis
mais abundantes na fibra de alfarroba. O acido galico (acido 3,4,5-trihidroxibenzéico) apresenta uma
estrutura molecular mais simples do que os taninos condensados e os flavonoides, como pode ser

visto na Figura 1.6.
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a) )

HO OH
OH a

Figura 1.6: Estrutura quimica do acido galico (a) e de uma flavona (b).

1.7 Meétodos de destoxificacdo para remocao dos polifenois

Os polifendis sdo compostos antimicrobianos que podem inibir o crescimento de diferentes
microrganismos, mas que também podem ser inibidores da hidrélise enzimatica (Griffiths, 1986).
Existem varios métodos para destoxificar hidrolisados contendo polifendis, como por exemplo:
adsorcao por carvao ativado, por sais de aluminio ou por resinas. Estes métodos ja foram aplicados
no xarope de alfarroba e mostraram resultados positivos na redugdo dos taninos (Petit & Pinilla,

1995) mas apresentam o problema de serem tratamentos relativamente caros.

Para além dos métodos acima mencionados, existem outros métodos para tratar poluentes organicos
(e.g. &guas rugas) provenientes da industria, baseados em processos mecénicos, bioldgicos e fisico-
quimicos, sendo que o processo bioldgico é o ideal. Mas nem todos os poluentes organicos séo
biodegradaveis. Por essa razdo surgiram os denominados processos avangados de oxidagdo, ou na
sua designacdo em inglés Advanced Oxidation Processes (AOPs), que podem usar diferentes
sistemas reativos com uma caracteristica em comum, a geracdo de radicais ‘OH com poder
fortemente oxidante que permitem a degradacdo completa (mineralizagdo) do poluente (Malato et
al., 2002).

Existem varios AOPs que permitem degradar compostos organicos recalcitrantes (e.g. polifendis),
entre eles destacam-se a fotocatalise e a ozonizagdo (Agustina et al., 2005). Destes dois métodos a
fotocatalise destaca-se por apresentar uma maior percentagem de degradacdo de compostos

organicos do que a ozonizacdo (Brillas et al., 1998).

1.7.1 Fotocatalise

O tratamento fotocatalitico tem provado ser uma tecnologia promissora na degradacdo de varios
compostos organicos, existindo atualmente varios trabalhos publicados sobre este método (Agustina
et al., 2005; Huston & Pignatello, 1999; Kabra et al., 2004 e muitos outros). As maiores vantagens

deste método sdo: (i) Ao contrario de outros tratamentos que transferem os poluentes de um meio
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para outro, a fotocatalise forma produtos inofensivos; (ii) poder ser usado para destruir uma grande
variedade de compostos perigosos; (iv) poder ser aplicado em meios gasosos e liquidos, como
também, até certo ponto, em meios sélidos; (v) as condi¢des de reacdo serem moderadas e requerer
uma adi¢do reduzida de agentes quimicos; (vi) a geracéo de residuos secundarios ser minima (Kabra
et al., 2004).

Existem dois sistemas fotocataliticos que podem usar a energia solar: a fotocatalise heterogénea com
diéxido de titénio (TiO2) e a fotocatéalise homogénea através do processo de foto-Feton. O processo
heterogéneo de destoxificacdo fotocatalitica consiste na utilizacdo de radiacdo ultravioleta (UV) de
comprimentos de onda inferiores a 380 nm para excitar um semicondutor (catalisador). Na presenca
de oxigénio sdo gerados radicais hidroxilo que atacam os contaminantes oxidaveis, gerando uma
guebra progressiva das moléculas até CO2, H,O e &cidos inorganicos. No caso do processo de foto-
Feton, este é baseado na producéo de radicais hidroxilo pelo reagente de Fenton (Malato et al., 2002),
que consiste numa solucdo aquosa de peréxido de hidrogénio (H.02) com ides ferro (Fe?*) sendo
uma importante fonte de radicais hidroxilo (equagdo 1) em condigdes &cidas (pH 2 — 4). Este reagente
é um forte oxidante de compostos organicos mas quando em conjunto com a radiacdo UV a taxa de
degradacdo aumenta significativamente levando a formacdo de mais radicais hidroxilo porque leva
a reducdo do fotocatalisador oxidado (equacéo 2) e a fotdlise do peréxido de hidrogénio (equagéo 3)
(Huston & Pignatello, 1999).

Fe** + H,02 — Fe** + OH" + "OH (1)
Fe¥* + H,0 + hv — Fe?* + H* + "OH (2)
H20; + hv — H20 + % O, (3)

O uso da luz do Sol em vez de luz artificial para aplicacdo na fotocatalise permite reduzir

drasticamente 0s custos do processo, 0 que torna a aplicacéo industrial possivel.

Para as aplicacGes solares industriais, os coletores do tipo CPC (Compound parabolic concentrator)
sdo a melhor escolha, de entre os coletores atualmente existentes para aplicacGes solares
fotoquimicas (Romero et al., 1999), pois conseguem capturar tanta a radiacdo direta como a difusa.
Os CPCs (Figura 1.6) sdo coletores estaticos com uma superficie refletora a volta de um tubo
cilindrico (reator) e fornecem a melhor Gtica para sistemas de baixa concentracdo (Malato et al.,
2002).
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Figura 1.7: Esquema de um coletor CPC. Fonte: Malato et al., 2002.
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2. Materiais e métodos

2.1 Microrganismos e meios de cultura

Na realizacdo deste trabalho experimental foi utilizada a levedura Saccharomyces carlsbergensis,
estirpe ATCC 6265 (American Type Culture Collection) para producéo de bioetanol. A levedura foi
mantida em rampas de meio YEPD-agar (20 g/l de glucose, 10 g/l de peptona, 5 g/l de extrato de

levedura, 3 g/l de extrato de malte e 20 g/l de agar), sendo armazenada a 4°C.

O in6culo foi preparado transferindo a biomassa crescida numa rampa de YEPD-agar (previamente
incubada a 30°C durante 48 h) para um meio liquido de YEPD (sem agar) que foi incubado num
agitador orbital (G25 Incubator Shaker, New Jersey, EUA) a 30°C e 150 rpm de agita¢do, durante 16
h. Passadas as 16 h, os in6culos foram centrifugados numa centrifuga (Sartorius AG, Géttingen,
Alemanha) a 9000 rpm e 5°C, durante 10 min e a biomassa recuperada e ressuspensa no respetivo

meio fermentativo.

2.2 Processamento da matéria-prima

A polpa de alfarroba (sem sementes) foi gentilmente fornecida pela AGRUPA (Agrupamento de
Alfarroba e Améndoa, Loulé, Portugal) sem sementes e na forma de kibbles (com um tamanho médio
de 7 mm e 17 % (p/p) de humidade), tendo sido primeiramente triturada numa trituradora caseira
(Maeva NGS-Home) e depois processada de acordo com o esquema apresentado na Figura 2.1, de
modo a se obterem trés fracGes diferentes: polpa de alfarroba inteira (PAI), polpa de alfarroba

extratada (PAE) e xarope de alfarroba.
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Figura 2.1: Representagdo esquematica das operacgdes de processamento a que a polpa de
alfarroba foi sujeita para se obterem as trés fragfes usadas no trabalho: polpa de alfarroba inteira
(PAI); polpa de alfarroba extratada (PAE) e xarope de alfarroba.

2.2.1 Polpa de alfarroba inteira (PAI)

Uma fracéo da polpa de alfarroba triturada foi imediatamente seca a 60°C numa estufa com circulagéo

de ar (Memmert, Schwabach, Alemanha) durante 16 h até uma humidade final de aproximadamente

6% (p/p), sendo em seguida moida e peneirada num moinho de facas (Fritsch Industriert, Idar-

Oberstein, Alemanha), ficando com particulas de uma dimensdo menor ou igual a 0,5 mm. A PAI

seca foi entdo embalada a vacuo de forma a reduzir os riscos de contaminacao.
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2.2.2 Polpa de alfarroba extratada (PAE) e xarope de alfarroba

A polpa de alfarroba triturada foi também utilizada para extrair os agucares solUveis por contacto
direto com agua, numa razdo sélido/liquido (S/L) de 1:3. A polpa de alfarroba moida manteve-se em
contacto com &gua durante 5 h, a 150 rpm, numa incubadora orbital (Infors Unitron HT, Suiga).
Utilizaram-se duas temperaturas diferentes de extracao dos acucares: 25°C e 50°C. Este procedimento
teve por objetivo a posterior avaliagdo do efeito da temperatura de extracdo no conteudo em
polifenois solUveis nos xaropes e insollveis na PAE. Obtiveram-se, assim, duas PAE diferentes que
se designaram por PAE 25 e PAE 50 de acordo com as temperaturas de extracéo utilizadas.

A fracdo liquida (xarope de alfarroba) foi recuperada por filtracdo num filtro de placa porosa de 100-
160 um (Duran Group, Alemanha) e centrifugada numa centrifuga Beckman (Coulter Inc., Brea,
EUA) a 10000 rpm e 10°C, durante 20 min para remocao das particulas sélidas em suspensdo no
liquido. O xarope foi em seguida esterilizado por filtracdo, usando membranas de 0,2 um de poro

(Millipore, Massachusetts, EUA) e guardado no frio (10°C) ao abrigo da luz até utilizacéo.

Os sélidos extratados (PAE) foram lavados com &gua numa razdo S:L de 1:10 e agitados num
agitador orbital (New Brunswick Scientific, Edison, New Jersey, EUA) a 150 rpm durante 2 h a
temperatura ambiente. Ap6s lavagem, os solidos (PAE) foram recuperados por filtracdo através de
um filtro de placa porosa de 100-160 um (Duran Group, Alemanha) e procedeu-se a sua secagem a
60°C numa estufa com circulagédo forcada de ar (Memmert, Schwabach, Alemanha) durante 16 h. No
fim da secagem a PAE 25 apresentava aproximadamente 10% (p/p) de humidade e a PAE 50
aproximadamente 8% (p/p) de humidade. Tanto a PAE 25 como a PAE 50 foram em seguida moidas
e peneiradas tal como para a PAI (subseccéo 2.2.1) e depois embaladas a vacuo e armazenadas no
frio (10°C).

2.3 Caraterizagdo da matéria-prima

2.3.1 Determinacdo da Humidade, Proteina e AgUcares solUveis

A humidade da polpa de alfarroba foi determinada gravimetricamente, usando triplicados de cada
amostra (PAIl e PAE), correspondendo a humidade a diferenca de peso entre a amostra de polpa de
alfarroba ndo seca (aproximadamente 0,6 g de polpa) e a mesma amostra apds secagem em estufa a
105°C durante 16 h (Memmert, Schwabach, Alemanha).

O contetdo em proteina foi estimado através do método de Kjeldahl (Kjeldahl, 1883) e aplicado a
amostras de PAE (0,5 g) e xarope de alfarroba (9 ml). Estas amostras foram colocadas em tubos de
digestdo e a proteina digerida com uma mistura catalisadora (93% sulfato de potassio, 3% de sulfato
de cobre, 3% de Oxido de titanio e 1% de acido esteérico) e acido sulfarico (1,84 g/l), numa unidade

de digestdo (Tecator, Alemanha). Apds digestdo da proteina, deixou-se arrefecer o contetdo dos
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tubos & temperatura ambiente e adicionou-se agua destilada, acido bérico a 4% (m/v) e um indicador
de pH (2 g de vermelho de metilo, 1 g de azul de metileno em 100 ml de alcool etilico a 95% (v/v)).
Em seguida, colocaram-se os tubos numa unidade de destilacdo (Tecator, Alemanha) tendo-se
adicionado hidréxido de sédio a 50% (p/v) a mistura reacional. Doseou-se entdo 0 amoniaco
destilado, por titulagdo com &cido cloridrico 0,1 N. O valor usado na conversao de nitrogénio em
proteina foi 6,25. As determinagdes foram efetuadas em duplicado para cada uma das amostras.

Os acUcares sollveis presentes no xarope de alfarroba foram determinados por cromatografia liquida
de alta pressao (High Performance Liquid Chromatography -HPLC) utilizando um sistema HPLC
(L-7200, Merck-Hitachi, EUA) equipado com um forno (L-7350, Merck, EUA) e um detetor de
indice de refracdo (L-7490, Merck, EUA). As amostras foram eluidas numa coluna Sugar-Pack
(Waters Hitachi, Milford, EUA) operada a 90°C, usando como eluente uma solugdo aquosa de
CaEDTA 50 mM a um caudal de 0,5 ml/min. As amostras foram analisadas em duplicado para cada

amostra.

2.3.2 Hidrdlise acida quantitativa (HAQ)

A composicdo lenhocelulésica (lenhina, hemicelulose e celulose) da polpa de alfarroba foi
determinada quer na PAE 25 quer na PAE 50 pelo método da hidrélise &cida quantitativa (HAQ),
descrito por Browning (1967). Sucintamente, 0 método consistiu numa hidrélise acida completa do
material lenhocelul6sico atraves da adigdo de acido sulfdrico (H.SO4) em duas etapas: num primeiro
passo, adicionou-se &cido sulfirico a 72% (p/p) a amostra a analisar (aproximadamente 0,6 g de
polpa de alfarroba) e colocou-se a mistura reacional num banho-maria a 30°C durante 1 h; num
segundo passo, adicionou-se agua a mistura reacional até o acido ficar numa concentracao final de
4% (p/p) e colocou-se a amostra em autoclave (Uniclave 88, AJC, Portugal) a 121°C durante 1 h. No
final, as amostras hidrolisadas foram filtradas por filtros de placa porosa (40-100 um) e a fragéo
liquida recolhida para ser analisada por HPLC para determinacdo dos acUcares livres
(monossacaridos) presentes no hidrolisado. A fragdo liquida antes de ser analisada por HPLC foi
centrifugada numa centrifuga de bancada (Hettich, Alemanha) a 5000 rpm e 4°C, durante 10 minutos,
para remocdo de particulas em suspensdo. A concentracao de agucares (glucose, xilose e arabinose)
presente nos hidrolisados foi depois utilizada para determinar o contetido em celulose (glucose) e
hemicelulose (xilose e arabinose) da polpa de alfarroba (férmulas no Anexo I1). A fragdo sélida dos
hidrolisados foi também recuperada e usada para determinar o conteido em lenhina insolGvel em
acido (lenhina de Klason) através de pesagem da fracdo solida dos hidrolisados apds secagem em
estufa (105°C durante 16 h) (Memmert, Schwabach, Alemanha). Por fim, determinaram-se as cinzas
por incineragdo da fracdo solida seca do hidrolisado numa mufla (47900, Sybron-Thermolyne, EUA)
a 550°C durante 5 h.
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A concentragdo de agucares (glucose, xilose e arabinose) presentes nos hidrolisados de PAE ap06s
HAQ foi determinada por HPLC, usando o sistema de HPLC referido anteriormente (subsecgéo
2.3.1) e uma coluna cromatografica Aminex HPX-87H (Bio-Rad, EUA), operada a 50°C e como
eluente uma solugdo aquosa de H,SOs 5 mM a um caudal de 0,4 ml/min. As amostras foram
analisadas em duplicado para cada amostra.

2.3.3 Polifenais totais: extracdo e quantificacéo

Os polifentis foram extraidos da PAE e da PAI utilizando acetona a 70% (v/v). A acetona foi
adicionada a 1 g de polpa de alfarroba numa razéo S:L de 1:20 e a mistura colocada num agitador
orbital (New Brunswick Scientific, Edison, New Jersey, EUA) a 300 rpm, durante 10 min, a
temperatura ambiente. ApGs esse tempo, levou-se a mistura a centrifugar numa centrifuga de bancada
(Sartorius AG, Gottingen, Alemanha) a 9000 rpm, durante 10 min, a 4°C, sendo o sobrenadante
recolhido e armazenado. Este processo de extracdo foi repetido quatro vezes sucessivas na mesma
amostra, sendo que na quarta e Gltima extracdo o tempo de agitacéo foi de 16 h. Em seguida juntaram-
se 0s sobrenadantes recolhidos em cada uma das quatro extracdes e procedeu-se novamente a uma
centrifugacdo. Por fim, este sobrenadante foi levado & secura num rotavapor (Buchi, Rotavapor® R-
210, Suica) com um banho-maria (Buchi, Heating Bath B-491, Suica) a 50°C. O sélido final foi
depois ressuspendido em metanol e o conteddo em polifendis totais quantificado pelo método de
Singleton & Rossi (1965).

Os polifendis totais extraidos da PAE e PAI e os polifendis sollveis presentes no xarope de alfarroba
foram determinados pelo método de Singleton & Rossi. Este método consistiu na adi¢do do reagente
de Folin-Ciocalteu (Panreac, UE) diluido 1:10 em agua e de carbonato de sodio (Na,CQOs) a 7,5%
(p/v) a amostra em estudo. Apds 1,5 h procedeu-se a leitura da absorvancia a 765 nm num
espectrofotometro de microplacas (ThermoScientific™, Vantaa, Finlandia).A concentracdo de
polifendis foi expressa em equivalentes de acido galico (EAG) (mg EAG/g de polpa de alfarroba).

As amostras foram analisadas em duplicado para cada amostra.

2.4 Tratamento fotocatalitico para remocao dos polifendis

O método fotocatalitico foi aplicado tanto ao xarope de alfarroba como a PAE 25, e PAE 50 e PAI.
O equipamento de fotocatalise (Figura 2.2), que foi construido e concebido no LNEG, consiste numa
caixa de madeira com o interior formado por duas sec¢des de um espelho cdncavo, sendo que hum
dos focos se encontra, disposta verticalmente, uma fonte luminosa (4 lampadas Eversun L40/79K da

Osram com uma poténcia unitaria de 40 W e uma irradiancia global de 53 W.m em UV) com 59
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cm de comprimento e 3,8 cm de didmetro e no outro foco o reator contendo o substrato a estudar.

Este sistema laboratorial mimetiza uma montagem com um coletor do tipo CPC sob iluminagao solar.
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Figura 2.2: Aspecto interior do disposifivb usado~para a realizacéo da fotocatélise.

2.4.1 Fotocatalise: Xarope de alfarroba

O tratamento fotocatalitico do xarope de alfarroba foi realizado colocando 300 ml de xarope num
frasco Schott (Duran, EUA), tendo-se procedido previamente ao acerto do pH do xarope a 2,9 com
acido sulfarico a 98% (p/p). Adicionou-se entdo 30 mg de sulfato de ferro (FeSQO,) ao xarope, ficando
este numa concentracdo de 20 mg/l de ferro 1, e agitou-se durante 2 min a temperatura ambiente.
Em seguida, adicionou-se 5 ml de peroxido de hidrogénio (H.O>) (21,4 g/l, para uma concentracdo
final no reator de 100 mM) e agitou-se & temperatura ambiente durante 2 min. Colocou-se o frasco
no dispositivo (Figura 2.2), ligou-se a luz e deixou-se a agitar continuamente durante 6 h. Realizaram-
se adi¢Oes de 5 ml de H,O, de 1 em 1 h, perfazendo no final um volume de H,O, adicionada de 30
ml (100 ml por | de xarope). Retiraram-se amostras antes e depois da primeira adi¢do de H,O, e em
seguida, de hora a hora, imediatamente antes de cada nova adi¢do de H,O, até ao final do processo

fotocatalitico.

2.4.2 Fotocatalise: PAE e PAI

O tratamento fotocatalitico da PAE e da PAI foi efetuado sobre uma suspensdo aquosa de PAE ou
de PAIl a 100 g (p.s.)/I num frasco Schott (Duran, EUA), tendo-se acertado inicialmente o pH a 2,9
com HzSO4 a 98% (v/v). Adicionou-se depois 30 mg FeSO. (1 mg/g p.s. de polpa) e deixou-se a
agitar & temperatura ambiente durante 2 min. Em seguida, adicionou-se 33 ml de H-O (21,4 g/l) e
procedeu-se da mesma forma que o descrito para o xarope de alfarroba (subsec¢do 2.4.1). Colocou-
se entdo o frasco Schott no dispositivo de fotocatalise (Figura 2.2) e aplicou-se o processo durante
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12 h, sob agitacdo continua e irradiagdo. A adigdo do H,O, também foi faseada, tal como no xarope,
mas neste caso foi feita a adi¢do de 2 em 2 h e o volume final de H,O, adicionado foi de 200 ml (4
ml/g p.s. de polpa). As amostragens foram realizadas antes e depois da primeira adi¢do de H>O; e de
2 em 2 h até ao final da fotocatélise imediatamente antes de cada adi¢do de H.O.. Colocou-se depois
o frasco Schott no dispositivo da fotocatélise (Figura 2.2), com agita¢do continua, durante 12 h. As
amostragens foram realizadas antes e depois da primeira adi¢do de H»O, e depois disso de 2em 2 h
até ao final do processo de fotocatalise, tendo-se retirado amostras sempre imediatamente antes de

cada adicdo de H0,.

No processo fotocatalitico aplicado a PAE e PAI para posterior realizacdo da hidrélise enzimatica,
preparou-se inicialmente uma suspensdo de 200 g/l de PAE (ou PAI) em citrato de sddio 0,1 M num
frasco Schott (Duran, EUA) e aplicou-se 0 mesmo procedimento que o descrito no paragrafo anterior,

coma excegéo de gue neste caso nao se retiraram amostras

2.5 Hidroélise enzimatica

A hidrolise enzimatica foi aplicada a PAE com e sem pré-tratamento por fotocatalise, utilizando uma
mistura enzimatica comercial (celulolitica e xilanolitica) (Novozymes, Dinamarca) composta por:
Celluclast® 1,5 | numa dosagem de 1,2 ml/(g de glucano), e Novozym® 188, numa dosagem de 0,5
ml/(g de glucano). A PAE foi suspensa numa solugdo tampéo de citrato de sodio (NasCsHsO7) 0,1 M
(pH 5,5) numa concentracdo final de 100 g/l de sdélidos, tendo-se adicionado depois a mistura
enzimatica na concentragdo acima referida e uma solucéo de azida de sodio (NaNs) a 2% (p/v). A
hidrolise decorreu numa incubadora orbital (Infors Unitron HT, Suiga) a 30°C e 150 rpm, tendo-se
retirado amostras de 2 em 2 h durante as 8 h iniciais e as restantes amostras a intervalos de tempo
variaveis.

No caso da hidrdlise enzimatica efetuada a PAE ap0s fotocatalise, procedeu-se primeiro ao acerto do
pH para 5,5 usando hidroxido de sodio (NaOH) 10 N. A PAE tratada foi entdo diluida em igual
volume de tampdéo citrato de sodio 1 M (pH 5,5) numa concentracdo final de sélidos de 100 g/I,
tendo-se adicionado em seguida a mistura enzimatica na concentragdo referida anteriormente e uma
solugdo de azida de sédio a 2% (p/v) (2 ml/5 g p.s. PAE).

Apos tratamento das amostras como descrito na subseccdo 2.3.2, os agucares libertados (glucose,
xilose e arabinose) durante a hidrélise enzimatica foram quantificados por HPLC usando uma coluna
Aminex HPX-87P (Bio-Rad, EUA), operada & temperatura de 85°C, usando como eluente 4gua Milli-

Q a um caudal de 0,6 ml/min. As amostras foram analisadas em duplicado para cada amostra.
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2.6 Producao de bioetanol: SSF da PAI

A producédo de bioetanol foi realizada aplicando um processo SSF a PAI ap06s pré-tratamento por
fotocatélise. Apds a realizacdo da fotocatalise (descrita na subsecgdo 2.4.2) deixou-se a PAI a agitar
a 400 rpm num agitador orbital (New Brunswick Scientific, Edison, New Jersey, EUA) a temperatura
de 4°C durante 16 h, para libertar o peroxido de hidrogénio (H202). Em seguida, acertou-se o pH da
suspensdo a 5,5, usando uma solucéo aquosa de NaOH 10 N, e adicionou-se uma solucéo de tampéo
de citrato de sodio 1 M (pH 5,5) até se atingir uma concentragdo de sélidos (PAI) de 100 g/l. O
processo SSF foi iniciado com a adi¢do simultdnea do indculo da levedura Saccharomyces
carlsbergensis a 20% (v/v) e da mistura enzimatica, nas mesmas condigdes que as indicadas na
subseccdo 2.5. O SSF foi realizado em frascos agitados com um volume total de meio de cultura de
100 ml, numa incubadora orbital (Infors Unitron HT, Suiga) a 30°C, com uma agita¢do de 150 rpm,
durante 72 h. Retiraram-se amostras de 2 em 2 h durante as primeiras 8 h, e em seguida a tempos

variaveis.
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3. Resultados e discussao

3.1 Processamento e caraterizacédo da polpa de alfarroba

A polpa de alfarroba, maioritariamente das variedades Mulata e Galhosa (as mais representativas em
Portugal), foi processada de forma a se obterem trés subprodutos diferentes: polpa de alfarroba inteira
(PAI), polpa de alfarroba extratada (PAE) e xarope de alfarroba (Figura 2.1). Para tal, comegou por
se triturar grosseiramente (particulas com 1,5-2,0 mm de didmetro) a polpa de alfarroba fornecida
pela AGRUPA, tendo-se em seguida separado essa polpa triturada em 2 lotes. Um dos lotes foi seco
e armazenado no frio (4°C), apds embalagem a vacuo, para ser usado posteriormente como PAI. O
outro lote foi usado para extrair os aclcares sollveis, por contato direto com agua numa razao
solido:liquido de 1:3. Apos separacao da fragdo sdlida e liquida, obtiveram-se, respetivamente, os
xaropes de alfarroba e a PAE que foi em seguida lavada, seca e armazenada a vacuo. Usaram-se duas
temperaturas (25°C e 50°C) de extra¢do dos agUcares tendo-se assim obtido dois xaropes, designados
de xarope 25 e xarope 50. Este procedimento foi efetuado pois trabalhos anteriores mostraram que
quanto maior a temperatura de extracdo dos aglcares sollveis, maior a extracdo de polifendis
soltveis (Bernardo-Gil et al., 2011). Assim, o objetivo deste procedimento foi avaliar o efeito da
fotocatalise sobre diferentes concentracbes de polifendis nos xaropes de alfarroba (polifenois

soluveis), pois este nunca tinha sido antes aplicado nesta matéria-prima.

Os xaropes de alfarroba extraidos a 25°C (xarope 25) e 50°C (xarope 50) foram caracterizados
relativamente a concentracdo de acuUcares solUveis, proteina e polifenois sollveis. A PAE extratada
a 25°C (PAE 25) e a PAE extratada a 50°C (PAE 50) foram caracterizadas quanto a sua composicao
lenhocelulésica (celulose, hemicelulose e lenhina), proteina, humidade, cinzas e polifendis.

Determinou-se ainda na PAI a humidade e a concentragdo total de polifendis (solUveis e insoluveis).

3.1.1 Xarope de alfarroba

Embora a temperatura de extracao do xarope 25 e do xarope 50 tenha sido diferente verificou-se que
a concentracao de agUcares sollveis num e no outro xarope foi semelhante (Tabela 3.1). Assim, 0s
nossos resultados provaram que a utilizagdo de uma temperatura de 25°C é suficiente para extrair a

totalidade dos agucares soluveis da polpa de alfarroba.
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Tabela 3.1: Concentragdo dos agucares solluveis nos xaropes de alfarroba.

Concentragao agUcares soluveis (g/l)

Sacarose Glucose Frutose Total de acUcares
Xarope 50 95,1 19,9 19,0 134,0
Xarope 25 101,0 17,4 15,9 134,3

No xarope 50 a concentracao total de agucares soluveis foi de 134,0 g/l e no xarope 25 foi de 134,3
o/l (Tabela 3.1). Quanto a proporg¢do de sacarose, glucose e frutose no xarope 50, esta foi de 71%
para a sacarose, 15% para a glucose e 14% para a frutose, enquanto que no xarope 25 foi de 75%
para a sacarose, 13% para a glucose e 12% para a frutose. Segundo os resultados deste trabalho os
acucares soluveis na polpa de alfarroba representam 40% em peso do total da polpa de alfarroba (em
peso seco), o que esta dentro dos valores referidos na literatura, 40-50% (p/p) dos aglcares solUveis
na polpa de alfarroba. (Petit & Pinilla, 1995; Sanchez et al., 2010).

A PAE 25 e a PAE 50 obtidas ap0s separacgdo do liquido (xarope) por filtragdo ainda continham uma
concentracdo elevada de agucares sollveis, pelo que foram extensivamente lavadas com agua (10 |
de agua/l kg polpa) para remover a totalidade dos agUcares soltveis.

Quanto a proteina presente nos xaropes, verificou-se que o xarope 25 apresentava uma concentragio

ligeiramente superior a do xarope 50 (Tabela 3.2).

Tabela 3.2: Conteudo e concentracdo de proteina nos xaropes de alfarroba.

Xarope 50 Xarope 25
Conteudo de proteina
(g/100 g p.s. Xarope) 0,246 (+ 0,001) 0,277 (x 0,004)
Concentracéo de proteina 2,52 (+0,01) 2,83 (+0,04)

(g

Valores médios calculados para amostras em duplicado e respetivo desvio padrao entre parénteses.

Para determinar a concentracdo de polifendis presentes no xarope 50 e 25 utilizou-se 0 método de
Singleton & Rossi (subsecgéo 2.3.3), usando como padrdo acido galico. No presente trabalho usou-
se a reta de calibracdo do acido galico (concentragdes entre 5 e 100 mg/l) apresentada no Anexo I-a.
No entanto, ao utilizar este método para determinacdo dos polifendis nos xaropes de alfarroba,
verificou-se que a proteina ai existente interferia na quantificacdo dos polifendis. Deste modo, e com
0 objetivo de remover esta interferéncia, aplicou-se 0 método de Singleton & Rossi para obter uma
reta de calibracdo para a proteina, usando albumina como padrdo, numa gama de concentragdes que
variou entre 0,1 e 10,0 g/l. Utilizando a reta de calibracdo obtida para a albumina (Anexo I-b)

descontou-se aos valores de absorvancia obtidos pela aplicagdo do método aos xaropes de alfarroba,
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o valor correspondente a absorvancia referente a concentracdo de proteina existente nos xaropes

(2,83 g/l para o xarope 25 e 2,52 g/l para o xarope 50).

O xarope 50 apresentou uma concentracdo de polifendis cerca de 52% superior & do xarope 25,
devido & sua extragdo ter sido feita a uma temperatura superior o que permitiu uma maior extracéo

de polifendis sollveis (Tabela 3.3).

Tabela 3.3: Concentracdo e conteudo de polifendis sollveis nos xaropes e na polpa de

alfarroba.
Xarope 50 Xarope 25
3 Concentragéo polifendis
(mg EAG/I) 488,4 236,4
b Contetido em polifendis 146 071

(mg EAG/ g p.s. polpa alfarroba)

2 Concentragdo de polifendis obtida através da reta de calibragdo do acido galico (Figura 1.1), apds
correcdo para o valor de proteina presente nos respetivos xaropes. ® Contetido em polifendis
calculado relativamente a massa de polpa de alfarroba usada para produzir o xarope (1 kg/3 | de
agua).

Os resultados mostraram que o conteido em polifendis sollveis na polpa de alfarroba extraida a 50°C
e a 25°C foi, respetivamente, 1,46 mg EAG/(g p.s.) e 0,71 mg EAG/(g p.s.). A maior concentracio
de polifendis no xarope 50 verificou-se igualmente uma cor castanho-alaranjada mais intensa do que

no xarope 25, o que significa que estes correspondem a polifendis corados.

3.1.2 Polpa de alfarroba extratada (PAE)

As cinzas totais e a humidade presentes quer na PAE 25 quer na PAE 50 foram determinadas como
descrito na subseccdo 2.3.1. A PAE 25 apresentou 0,8 mg de cinzas em 100 g polpa (p.s.) e uma
humidade de aproximadamente 10%, enquanto que a PAE 50 apresentou uma humidade de
aproximadamente 8% nao tendo sido possivel quantificar as cinzas, provavelmente devido a perda

de massa durante o processo de incineragao.

A quantificacdo da celulose, da hemicelulose e da lenhina presentes na polpa de alfarroba foi
determinada pela aplicacdo do método da HAQ (subseccdo 2.3.2) a PAE, usando as formulas
apresentadas no Anexo Il. Dado ndo ter sido possivel determinar as cinzas totais na PAE 50 usou-se,
por aproximacao, o valor obtido paraa PAE 25. Na Tabela 3.4 sdo apresentados os resultados obtidos

para as duas fracGes lenhoceluldsicas em g/(100 g p.s. PAE).
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Tabela 3.4: Composicédo da fracdo lenhocelulésica da polpa de alfarroba extratada (PAE).

Composicéo (g/100 g (p.s.) PAE) PAE 50 PAE 25
Lenhina de Klason 54,81 (£ 0,51) 56,08 (+ 0,88)
Celulose Glucano 13,37 (£ 0,48) 13,26 (£ 0,32)
Arabinano 2,04 (£ 0,10) 1,72 (£ 0,22)
Hemicelulose
Xilano 5,80 (£ 0,21) 5,26 ( 0,26)
Celulose + Hemicelulose 21,21 (£ 0,79) 20,24 (£ 0,80)

A composicédo lenhoceluldsica da PAE 25 é semelhante a da PAE 50 (Tabela 3.4), tendo a PAE 25
13,37 g/(100 g p.s.) de celulose (glucano) e 6,98 g/(100 g p.s.) de hemicelulose (arabinano e xilano).
Também se pode verificar que a concentracdo de lenhina na PAE é bastante elevada, correspondendo
a mais de 50% do peso seco da PAE, engquanto a hemicelulose mais a celulose representam cerca de
20% do peso seco da PAE.

Comparando a composicao lenhocelulésica na PAE 25 com a da PAE 50 verifica-se que para o caso
da hemicelulose e celulose séo aproximadamente iguais, podendo-se considerar que as diferengas
obtidas se devem ao erro associado ao método de quantificagdo. Com estes dados para a celulose,
hemicelulose e lenhina podemos calcular a composi¢do da fragdo lenhocelulésica relativamente a
polpa de alfarroba inteira (g/100 g p.s. polpa alfarroba), pois sabemos que a PAE representa 60%
(p/p) da PAL.

O contetdo em proteina obtido na PAE 50 foi ligeiramente superior ao obtido na PAE 25 (Tabela
3.5).

Tabela 3.5: Contelido de proteina na PAE 25 e na PAE 50.

PAE 50 PAE 25

Conteldo de proteina

(g/100 g p.s. PAE) 5,92 (+0,04) 5,69 (+0,33)

Através da Tabela 3.5 verifica-se que a temperatura de extracdo ndo tem um efeito significativo no
contetdo de proteina presente nas PAE e que o menor contelido de proteina na PAE 25 esta

relacionado com o maior desvio padrdo obtido na sua determinagéo.

A quantificacdo dos polifenois presentes na PAE 50 e na PAE 25 foi obtida por extracdo dos

polifendis com acetona a 70% (v/v), pois segundo a literatura (Avallone et al., 1997;
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Papagiannopoulos et al., 2004) este & 0 método que apresenta uma maior eficiéncia na extragéo dos

polifenois totais da alfarroba.

Tabela 3.6: Contetdo em polifendis na polpa de alfarroba extratada (PAE).

PAE 50 PAE 25

Contetdo em polifendis

(mg EAG/g p.s. PAE) 7,37 6,30

Os polifendis “totais” (soluveis e insolveis) quantificados na PAE 25 (6,30 g EAG/g p.s. PAE)
foram ligeiramente inferiores aos quantificados na PAE 50 (7,37 mg EAG/g p.s. PAE). Uma possivel
explicagéo para este facto pode resultar da quantidade de polifendis solGveis extraidos no xarope 50,
bem como muito possivelmente a de outros compostos sollveis, ter sido maior e assim a quantidade
de polifendis insoluveis existente na PAE 50 representar uma propor¢do maior face & massa total de
PAE.

3.1.3 Polpa de alfarroba inteira (PAI)

Utilizando os mesmos métodos aplicados a PAE, determinou-se que a PAI tinha aproximadamente
6% de humidade e um contetido em polifendis totais de 7,65 mg EAG/(g p.s. de polpa de alfarroba).
Sabendo-se que a PAI contém cerca de 40% (p/p) de agUcares sollveis, pode-se comparar 0S
conteudos de polifendis (ou de qualquer outro componente) obtido para a PAl com o obtido para a
PAE, multiplicando esse valor por 0,6. Fazendo esses calculos, obteve-se para a PAE 25 e PAE 50,
respetivamente, os valores de 3,78 e 4,42 mg EAG/(g p.s. PAI). Comparando estes valores com 0s
obtidos para a PAI, 7,65 mg EAG/(g p.s. PAI), podemos verificar que eles sdo significativamente
menores. No entanto, para podermos comparar corretamente os polifendis totais (sollveis e
insollveis) determinados para a PAI com os obtidos na PAE temos de considerar também os
polifendis sollveis existentes nos respetivos xaropes (50 e 25). Essa comparacdo foi efetuada
somando o contetdo total em polifendis soltveis determinado no xarope 25 e xarope 50 com o
contetdo em polifendis insoltveis obtidos na correspondente PAE 25 e PAE 50, de forma a garantir-
se que todos os polifendis foram quantificados nos diferentes subprodutos da polpa de alfarroba
(Figura 3.1).
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Figura 3.1: Contetido em polifenéis insolGveis (PAE 25 e PAE 50), sollveis (xarope 25 e xarope
50) e totais (PAI).Os valores apresentados correspondem a média de duplicados e as barras de
erro aos respetivos desvios padréo.

Os resultados obtidos (Figura 3.1) mostram que o contetido em polifendis totais quantificado na PAI
foi sempre maior que a soma dos polifendis determinados quer na PAE 25 e respetivo xarope 25,
quer na PAE 50 e respetivo xarope 50, quando seria de esperar que fossem relativamente
semelhantes. De qualquer modo, pode-se constatar que o contetdo em polifendis insollveis presentes
na polpa de alfarroba é sempre bastante superior ao conteido em polifendis sollveis.

3.2 Remocéo dos polifendis por fotocatalise

Um dos objetivos deste trabalho foi avaliar se a fotocatalise degradava os polifendis da polpa de
alfarroba permitindo assim melhorar o rendimento da hidrélise enzimatica. Uma vez que nao
existiam quaisquer estudos relativos a aplicacdo da fotocatalise nesta matéria-prima (polpa de
alfarroba) fomos aplicar este método quer a PAI, quer a PAE, assim como aos diferentes xaropes
obtidos (xarope 25 e xarope 50).
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3.2.1 Xarope de alfarroba

Em primeiro lugar aplicou-se o método da fotocatalise ao xarope de alfarroba de forma a verificar se
0 método aplicado neste subproduto da polpa de alfarroba teria 0 mesmo efeito que noutros residuos
organicos nos quais os resultados sdo bastante positivos (Huston & Pignatello, 1999). Na
quantificagdo (em duplicado) nas amostras retiradas durante o tratamento verificou-se que
efetivamente ocorreu uma degradacdo significativa dos polifendis sollveis, quer no xarope 50 quer

no xarope 25 (Figura 3.2).
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Figura 3.2: Variacao do conteddo em polifendis sol(veis presentes nos xarope 25 e xarope 50
durante o processo fotocatalitico. Os valores apresentados no tempo -1 h correspondem as
guantificacdes efetuadas nos xaropes antes da aplicagdo do processo fotocatalitico (Tabela 3.3) e

os valores apresentados no tempo 0 correspondem aos determinados imediatamente apds a
adicao do Fe Il (tempo =-0,03 h) e apds a 12 adi¢cdo de H202 (tempo = 0 h).

Observando os resultados apresentados na Figura 3.2, podemos constatar que ap6s a adi¢ao do ferro
(1) ao xarope 25 verificou-se um aumento significativo do contetdo em polifendis soltveis, o que
podera ser explicado pela interferéncia do ferro (11) no método de Singleton & Rossi (Box, 1983).
Além disso, verificou-se em ambos 0s xaropes que imediatamente ap6s a adi¢do do agente oxidante
(perdxido de hidrogénio) e agitacdo do substrato ocorreu um decréscimo muito significativo do
contetdo em polifenois, mesmo sem a acao catalisadora da luz sobre o substrato, resultante da reacéo

de Feton (equacdo 1). Este decréscimo resultante da reacdo de Feton foi de 0,48 mg EAG/(g p.s. de
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polpa de alfarroba) no caso do xarope 25 e de 0,42 mg EAG/(g p.s. de polpa de alfarroba) no caso
do xarope 50, o que corresponde a uma reducdo de 55% e 29%, respetivamente, do conteldo total
em polifendis. Verifica-se assim que o efeito do perdxido de hidrogénio foi imediato e elevado.

Comparando os perfis de degradacao dos polifendis sollveis existentes nos dois xaropes (xarope 25
e xarope 50) durante o tratamento fotocatalitico (Figura 3.2), pode constatar-se que enquanto no
xarope 25 a degradacgdo dos polifendis foi total ao fim de 2 h, no xarope 50 essa degradagdo ndo s6
foi mais lenta como ainda néo foi total. No xarope 50 verificou-se apds o inicio da fotocatalise (ponto
3 da Figura 3.2) e até as 3 h de fotocatalise um decréscimo constante da quantidade de polifendis até
um valor de 0,23 mg EAG/(g p.s. de polpa de alfarroba). A partir das 3 h e até as 5 h esse valor
manteve-se relativamente constante, s baixando das 5 h para as 6 h onde atingiu um valor minimo
de 0,11 mg EAG/(g (p.s.) de polpa de alfarroba). Uma explicagdo possivel para a diferenca observada
na degradacéo dos polifendis solveis da polpa de alfarroba entre os xaropes 50 e 25, serd a presenca
de polifendis mais complexos no xarope 50 que ndo sejam tdo facilmente oxidaveis. Assim, podemos
especular que a remocéo destes polifendis mais complexos é mais lenta, e que nestas condicdes de

fotocatalise ndo se conseguem degradar totalmente.

No entanto, a Figura 3.3 mostra claramente que a fotocatélise provocou um efeito significativo no
xarope 50 pois ocorreu uma enorme diferenca na cor do xarope 50 ndo tratado e ap6s aplicacdo do
método de destoxificacdo. O xarope 50 ndo tratado apresenta uma cor castanho-alaranjado
(caramelo) enquanto que o xarope 50 ap6s aplicacdo da fotocatalise apresenta um tom amarelo claro
quase totalmente transparente. Dado que se sabe que os polifendis sdo geralmente corados (Cheynier,
2005) o desaparecimento da cor no xarope apés aplicacdo da fotocatalise permite concluir que houve
oxidacdo dos polifendis ai presentes. Uma alteragdo semelhante de cor ocorreu igualmente no xarope

25 apos aplicagdo da fotocatalise (dados ndo apresentados).

Figura 3.3: Fotografia do xarope de alfarroba (xarope 50) antes apliceiéo do processo de
fotocatdlise (a esquerda) e 0 mesmo xarope apoés a aplicacéo do processo de fotocatélise (a
direita).
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3.2.2 Polpa de alfarroba extratada

Como no processo de fotocatalise aplicada quer ao xarope 50 quer ao xarope 25 se verificou que 6 h
foi um tempo suficiente para reduzir quase totalmente os polifendis solGveis presentes nesses
xaropes, resolveu-se aplicar o mesmo pré-tratamento de fotocatélise a PAE, mantendo todas as
variaveis inalteradas. No entanto, e porque a oxidagao se da mais facilmente na presenca de agua, o
processo de fotocatélise teve de ser aplicado a uma suspensdo de PAE em agua (100 g/l). Assim, e
para quantificar o efeito da fotocatalise na remocéo dos polifendis totais da PAE (quer dos polifendis
insolGveis quer dos que se dissolveram na agua), foi necessario retirar amostras da fracdo liquida e
da fracdo solida para se ter uma ideia de como a fotocatalise agia sobre os polifendis soltveis (fracdo
liquida) e insoltveis (fracdo s6lida). Nas amostragens retiradas ao longo do processo tentou-se retirar
quantidades equivalentes de sélido e de liquido de tal forma que a concentracdo em ambas as fracbes
(liquida e s6lida) equivalesse as existentes na PAE que se encontrava numa concentragdo S:L de 100
g/l. Por isso, quantificaram-se os polifendis insollveis (extraidos com acetona a 70% (v/v)) nas
fracOes sdlidas recolhidas e os existentes na fragdo liquida. Os resultados obtidos para a PAE 25
encontram-se representados na Figura 3.4 e mostram a evolucéo ao longo do tempo dos polifendis
em cada uma das fracdes recolhidas (liquida e sélida).
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Figura 3.4: Contetdo em polifenéis da PAE ao longo do primeiro tratamento fotocatalitico efetuado
a PAE 25. Os valores apresentados correspondem a média de duplicados e as barras de erro ao
desvio padrdo. Os valores apresentados no tempo -1 h correspondem as quantificagfes efetuadas
a PAE 25 antes da aplicagdo do tratamento fotocatalitico (Tabela 3.6) e os valores apresentados
no tempo 0 h correspondem aos determinados apos a adi¢éo do Fe Il e apos a 12 adicdo de H20:.
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A Figura 3.4 mostra que o contetido em polifendis insollveis determinado na PAE 25 no inicio do
processo fotocatalitico imediatamente ap6s a 12 adi¢do do Fe 11 e do H.O- (0 h) foi consideravelmente
maior (8,50 mg EAG/g p.s. PAE) que o quantificado na PAE 25 antes da aplicacdo do tratamento
fotocatalitico (tempo -1 h) (6,30 mg EAG/ g p.s. PAE). Uma explicagdo possivel para este aumento
do contetdo de polifendis na PAE logo no inicio do pré-tratamento por fotocatalise podera ser que a
reacdo de Fenton que ocorre com a adicdo do ferro (I1) e do perdxido de hidrogénio & PAE induza
uma degradacdo imediata de alguns polifendis insolliveis e altamente complexos (polifendis
condensados ou flavondides) na PAE, tornando-os mais facilmente detetaveis pelo método de
Singleton & Rossi. A degradacédo dos polifendis é um processo quimico conhecido principalmente
por ocorrer nos vinhos (Pérez-Magarifio & Gonzalez-San José, 2006) e nas dguas rucas (Agustina et
al., 2005). Além disso, pode acontecer que alguns fenois tenham mais afinidade para a 4gua do que
para a acetona e sejam assim preferencialmente extraidos quando a PAE se encontra em suspensao

aquosa.

No entanto, verificou-se que os polifenois presentes na fragdo sdlida (polifendis insoltveis) foram
diminuindo ao longo das primeiras 6 h de fotocatalise passando de 8,50 mg EAG/(g p.s. PAE) para
6,43 mg EAG/(g p.s. PAE). Este resultado confirma que houve um decréscimo dos polifenois
existentes na PAE durante o processo fotocatalitico, mas no entanto os valores totais de polifendis
quantificados foram sempre mais elevados do que os obtidos na PAE 25 néo tratada (6,30 mg EAG/g
p.s. PAE) (Tabela 3.6). Na fracéo liquida verificou-se um ligeiro aumento do contetido em polifenois
entre as 0 h e as 6 h finais, o que indica que ocorreu dissolucao de polifendis sollveis da fragdo s6lida

para a liquida.

Tendo-se verificado que a aplicacdo do tratamento fotocatalitico durante 6 h nao foi suficiente para
degradar totalmente os polifendis presentes na PAE 25, decidiu-se aumentar a duracdo do processo
para 12 h. Assim, no segundo ensaio de fotocatalise (Figura 3.5) a Unica alteracdo efetuada

comparativamente ao primeiro ensaio foi 0 aumento da sua duracéo.
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Figura 3.5: Contetido em polifenéis da PAE ao longo do segundo tratamento fotocatalitico
efetuado a PAE 25. Os valores apresentados correspondem a média de duplicados e as barras de
erro ao respetivo desvio padrdo. Os valores apresentados no tempo -1 h correspondem as
quantificacdes efetuadas & PAE 25 antes da aplicagédo do tratamento fotocatalitico (Tabela 3.6) e
os valores apresentados no tempo 0 h correspondem aos determinados apés a adigdo do Fe ll e
apos a 12 adicao de H20:.

Devido ao facto da Unica alteracdo feita neste segundo ensaio de fotocatalise ter sido o
prolongamento do tempo do processo de 6 para 12 h, seria de esperar que os resultados durante as
primeiras 6 h fossem semelhantes aos obtidos no primeiro ensaio de fotocatalise (Figura 3.4). Na
realidade, os resultados neste ensaio durante as primeiras 6 h ndo foram muito diferentes do primeiro,
tendo-se verificado que ocorreu uma ligeira diminuicdo no contetdo em polifendis insolGveis
enquanto que na fracdo liquida houve um ligeiro aumento dos polifendis soltveis (Figura 3.5). Entre
as 6 e as 12 h de fotocatalise aconteceu precisamente o inverso do pretendido, isto €, ocorreu um
aumento do contetdo em polifendis de 6,92 mg EAG/(g p.s. PAE), sendo o conteudo total final de
15,00 mg EAG/(g p.s. PAE). Mais uma vez, a explicagdo podera ser a de que tenha ocorrido uma
oxidacdo dos polifendis insolGveis mais complexos transformando-os em polifendis mais simples
que por sua vez sao suscetiveis de serem quantificados pelo método de Singleton & Rossi, enquanto

gue 0s muito complexos nédo o sao.

Tendo-se verificado que o prolongamento do tempo de fotocatalise levou ao aumento do contetido

em polifenois totais na PAE 25 tratada, resolveu-se realizar uma terceira fotocatalise na qual se
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duplicou a quantidade de perdxido de hidrogénio adicionada em cada 2 h durante o tratamento. Neste
terceiro ensaio de fotocatélise, verificou-se que no tempo 0 h o contedo em polifendis, quer na
fracdo solida (1,12 mg EAG/g p.s. PAE) quer na fracdo liquida (0,16 mg EAG/g p.s. PAE), foi menor
do que nos ensaios anteriores (Figura 3.6).
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Figura 3.6: Contetudo em polifenéis da PAE ao longo do terceiro tratamento fotocatalitico efetuado
a PAE 25. Os valores apresentados correspondem a média de duplicados e as barras de erro ao
respetivo desvio padrdo. Os valores apresentados no tempo -1 h correspondem as quantificacdes
efetuadas a PAE 25 antes da aplicagdo do tratamento fotocatalitico (Tabela 3.6) e os valores
apresentados no tempo 0 h correspondem aos determinados apés a adicao do Fe Il e apés a 12
adicédo de Hz20:2.

Comparando estes dados com os obtidos no segundo ensaio pode-se constatar que o conteido inicial
de polifenois na fragdo solida foi neste caso superior em (0,15 mg EAG/g p.s. PAE), enquanto que
na fracdo liquida foi inferior (0,62 mg EAG/g p.s. PAE). Outro aspeto importante a realgar € o facto
de nas 9 h iniciais do processo de fotocatalise se ter verificado um aumento muito consideravel do
contetdo total em polifendis, contrariamente ao que aconteceu no segundo ensaio de fotocatalise.
Além disso, verificou-se também um aumento significativo dos polifenois totais entre as 9 e 12 h de
fotocatalise, de 6,87 mg EAG/g (p.s. PAE), valor superior ao aumento verificado no segundo ensaio
de fotocatalise (5,07 mg EAG/g p.s. PAE) onde a concentracdo de H,O, foi menor. Além disso, neste
altimo ensaio de fotocatalise, o conteudo final de polifendis totais (20,64 mg EAG/g p.s. PAE) foi

superior ao verificado no segundo ensaio de fotocatalise (15,00 mg EAG/g p.s. PAE).
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Em relacéo ao aspeto da PAE, mais uma vez se observou que tal como nos xaropes de alfarroba,
ocorreu uma diminui¢do significativa da cor da PAE 25 apds aplicacdo do processo fotocatalitico
(Figura 3.7).

Figura 3.7: Fotografia das amostras da fragéo soélida da PAE 25 ap6s os varios ensaios de
fotocatalise efetuados: Fotocatalise 1 - & esquerda, Fotocatalise 2 - a direita e Fotocatélise 3 - ao
centro.

Além disso, a fotografia apresentada na Figura 3.7 mostra claramente que houve uma maior
diminuicdo na cor (castanha-amarelada) da PAE 25 quanto maior foi o tempo e a quantidade de
peréxido de hidrogénio utilizados no processo fotocatalitico (fotocatalises 3, 2 e 1). Estes resultados
indicam que, embora o contetdo em polifendis determinados pelo método de Singleton & Rossi
tenha sido maior na fotocatalise 3, houve simultaneamente uma maior remogdo dos polifenois
responsaveis pela cor (proantocianinas, flavonas, entre outros) da PAE. Também se verifica que a
PAE 25 no final da fotocatalise 2 apresenta uma cor ligeiramente mais clara que no final da
fotocatalise 1 significando que o aumento do tempo de duragdo do processo levou a uma maior

oxidag&o dos polifendis.

3.2.3 Polpa de alfarroba inteira

Apos arealizagdo do processo fotocatalitico a PAE 25 fomos aplica-lo & PAI para verificar se também
neste material se verificava degradacdo dos polifendis. Neste processo, aplicaram-se as mesmas

condi¢des que as utilizadas no terceiro ensaio & PAE 25.

Os resultados mostraram que a grande diferenca observada na fotocatalise & PAI relativamente as
anteriormente realizadas & PAE 25 foi a elevada presenca de polifendis na fragéo liquida (Figura
3.8). Este resultado é facilmente explicavel pelo facto de na PAI ndo se terem removido os polifendis
soltveis antes da aplicacdo do processo, tal como aconteceu na PAE aquando da extracdo dos
acucares soltveis (xarope). No entanto, e mesmo tendo em conta que na PAI existe um maior
contetdo de polifendis soltveis na fracdo liquida inicial, esta é ainda assim mais elevada do que seria
de esperar, 4,45 mg EAG/g (p.s. polpa de alfarroba) enquanto que nos xaropes era de apenas 2 mg

EAG/g (p.s. polpa de alfarroba).
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Figura 3.8: Contelido em polifendis da PAI ao longo do tratamento. Os valores apresentados
correspondem a média de duplicados e as barras de erro ao desvio padrdo. Os valores
apresentados no tempo -1 h correspondem as quantificacdes efetuadas a PAI antes da aplicagéo
do tratamento fotocatalitico (subsec¢éo 3.1.3) e os valores apresentados no tempo 0 h
correspondem aos determinados apds a adicdo do Fe Il e apés a 12 adicdo de H20:.

Esta fotocatalise foi realizada numa suspensdo de PAI em &gua numa concentracdo inicial de 100
g/l. Tendo em conta que cerca de 40-50% do peso seco da PAI corresponde a agucares sollveis, ap6s
dissolucdo destes na agua, a razdo S:L nesta suspensao reduziu-se a cerca de metade da inicial pois
0s agucares bem como todas as matérias organicas sollveis acabam por se dissolver na dgua durante
0 processo. Assim a razdo S:L podera passar para metade da inicial o que podera facilitar a acdo do
agente oxidante levando a que uma maior quantidade de polifendis passe para a fragdo liquida e que

seja assim mais facilmente atacada pelo agente oxidante, tal como aconteceu nos xaropes.

Relativamente ao contetdo total em polifendis (sollveis e insoliveis em agua) verificou-se que no
inicio do pré-tratamento este era de 9,38 mg EAG/g (p.s. polpa de alfarroba), valor bastante superior
ao determinado na PAE 25 que foi de 4,64 mg EAG/g (p.s. polpa de alfarroba). Comparando o
processo fotocatalitico aplicado & PAE 25 com o aplicado a PAI, verifica-se que no primeiro caso
(terceiro ensaio de fotocatalise) ocorreu um aumento gradual dos polifendis totais durante as
primeiras 9 h, enquanto que no processo aplicado & PAI o conteddo total de polifendis manteve-se

constante. No entanto, em ambos 0s processos verificou-se que o grande aumento de polifenois totais
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ocorreu maioritariamente entre as 9 e as 12 h, em resultado sobretudo do grande aumento dos

polifenois insolUveis na fragdo sélida.

3.3 Efeito da fotocatalise no rendimento da hidrolise enzimatica aplicada a PAE

Efetuou-se uma hidrélise enzimatica @ PAE 25 ndo tratada e tratada por fotocatélise, de modo a se
comparar as possiveis melhorias no rendimento da hidrdlise enzimatica. O processo fotocatalitico foi
realizado nas mesmas condic¢des do ensaio com 20 mg/l de Fe 1l e 200 mM de H,0, (subsegéo 3.2.2)
efetuada a PAE 25. A concentracdo de solidos (PAE) durante a hidrolise enzimatica foi de 100 g/l e
0 processo decorreu numa incubadora orbital,  temperatura de 30°C, a 150 rpm de agitacéo, durante
72 h. Foram retiradas amostras a suspensao de PAE durante o processo enzimatico e a fragdo sélida
foi separada da fracdo liquida por centrifugagdo. Os sobrenadantes das amostras foram analisados
por HPLC para quantificacdo dos agUcares libertados durante o processo enzimético. O aumento da
concentracgdo de glucose ao longo da hidrolise enzimatica, quer na PAE 25 ndo tratada quer na tratada
por fotocatalise, encontra-se representado na Figura 3.9 e permitiu determinar o rendimento do

processo enzimatico (i.e. hidrdlise da celulose com libertacdo de glucose para o meio).
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Figura 3.9: Aumento da concentragdo de glucose nos hidrolisados ao longo das 72 h de hidrolise
enziméatica efetuada a PAE 25, sem e com aplicacao do pré-tratamento por fotocatélise.

Pelos resultados apresentados na Figura 3.9, pode constatar-se que em ambas as polpas (PAE 25
tratada e ndo tratada) a concentracdo de glucose no inicio da hidrolise enzimética era de

aproximadamente 3 g/l. A presenca de glucose inicialmente na PAE 25 significa que as lavagens
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efetuadas durante o processo de produgédo da PAE ndo foi suficiente para remover a totalidade dos
acucares soluveis. Deste modo, a quantificagdo da glucose libertada durante a hidrdlise enzimatica
da fracdo celuldsica da PAE foi calculada descontando este valor inicial de glucose. Assim o
rendimento da hidrolise enzimética corresponde apenas a concentracdo de glucose libertada acima
deste valor inicial. Em ambos os casos verificou-se que nas primeiras 8 h de hidrélise ocorreu um
aumento significativo da concentracdo de glucose, sendo que na PAE 25 com pré-tratamento esse
aumento foi mais significativo, aumentando 2,52 g/l, enquanto que na PAE 25 sem pré-tratamento
esse aumento foi de 1,49 g/l. Ao longo das 64 h seguintes ndo houve um aumento significativo da
concentracdo de glucose durante a hidrolise enzimatica realizada com a PAE 25 sem pré-tratamento,
(aumentou apenas 1,39 g/l até uma concentracdo final de 6,28 g/l), enquanto que na PAE 25 tratada
esse aumento foi de 2,47 g/l (concentracéo final de 8,05 g/l). Mesmo s6 tendo obtido dados para a
concentragdo de glucose até as 55 h da hidrdlise enzimética, os resultados mostram claramente que
o tratamento fotocatalitico efetuado a PAE 25 melhoraram significativamente o rendimento da
hidrolise enzimatica nesta polpa por comparagdo com a PAE 25 ndo tratada. A concentracdo de
glucose no hidrolisado enzimético obtido com a PAE 25 tratada por fotocatalise atingiu um valor
maximo de 8,05 g/l, valor bastante superior as 6,28 g/l de glucose obtidas no hidrolisado da PAE 25
ndo tratada. Os resultados obtidos permitem assim concluir que a destoxificagdo dos polifendis da
polpa de alfarroba através da aplicacdo do método fotocatalitico, melhoraram de facto o rendimento
da hidrdlise enzimatica efetuada para sacarificar a fragdo celul6sica desta matéria-prima (Tabela 3.7).

Tabela 3.7: Rendimento da hidrélise enzimatica (HE) efetuada a PAE 25 nao-tratada e
tratada por fotocatalise, em termos de % de glucano hidrolisado.

PAE 25 néo tratada PAE 25 tratada por fotocatalise

Rendimento (%) 21,8 37,7

Podemos assim concluir que a fotocatalise apresenta-se como um método de destoxificacdo eficaz
para remover polifendis da polpa de alfarroba permitindo além disso melhorar o rendimento de
hidrolise da celulose deste material por via enzimatica (Tabela 3.7). Embora os polifendis da polpa
de alfarroba tenham aumentado durante o processo fotocatalitico, segundo método de Singleton &
Rossi, os resultados da hidrélise enzimatica mostraram que parece ter havido uma real oxidagdo dos
polifendis da PAE e que estes inibem o processo de hidrélise enzimatica da polpa de alfarroba. Para
além disso, estes resultados mostram ainda que provavelmente tera sido a remog¢do dos polifendis
corados o que levou a melhoria do rendimento da hidrélise enzimatica, porque como se viu na Figura

3.7 houve uma elevada perda de cor na PAE 25 apds aplicacdo da fotocatélise.
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3.4 Efeito da fotocatalise no rendimento do processo de producéo de bioetanol a

partir da polpa de alfarroba

Para verificar se a polpa de alfarroba tratada previamente por fotocatalise permitiria um aumento do
rendimento de producdo de etanol, utilizou-se PAI tratada por fotocatalise para efetuar uma
fermentagdo em SSF. A fermentagé&o foi realizada em frascos agitados, num volume final de meio de
100 ml contendo a PAI (tratada por fotocatélise) diluida em tampéo fosfato 1 M (pH 5,5) até uma
concentragdo final de 100 g/l e a mistura enzimatica nas condi¢Bes descritas na subseccéo 2.5. O
meio foi inoculado com a levedura S. carslbergiensis (20 % v/v) e a fermentacéo deveria ter ocorrido
num agitador orbital, & temperatura de 30°C e 150 rpm de agita¢do. No entanto, ao se inocular o meio
com a levedura ocorreu uma libertacdo intensa e stbita de calor que pensamos tera sido provocada
pelo peréxido de hidrogénio residual (100 mg/l) presente na PAI apo6s aplicacdo do processo
fotocatalitico. Assim, fez-se um plaqueamento do meio para se verificar se havia crescimento, ndo
tendo tal acontecido ndo foi possivel prosseguir com este estudo e néo se puderam retirar dados desta

experiéncia.

Na verdade, ap6s a fotocatalise da PAI verificou-se a existéncia de perdxido de hidrogénio residual
(aproximadamente 200 mg/l), o qual se tentou remover deixando o substrato a agitar durante 16 h.
No entanto, os resultados experimentais confirmaram que tal ndo foi possivel e que a concentragéo
apos as 16 h de agitagdo ainda era de aproximadamente 100 mg/l. Assim, e em termos futuros teréo
que se usar outras formas para remover totalmente o peréxido de hidrogénio do meio reacional onde

ocorre a fotocatalise.

Existem algumas técnicas possiveis para eliminar o peréxido de hidrogénio presente no substrato no
qual se pretendia aplicar o SSF que sdo: a agitacdo do substrato durante um tempo maior do que o
utilizado neste caso; utilizacdo de enzimas (catalases) que decompdem totalmente o peroxido de

hidrogénio em agua e oxigénio.
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4. Conclusdes e perspetivas futuras

As diferentes temperaturas de extracdo (25 e 50°C) dos acUcares solUveis da polpa de alfarroba
mostraram influenciar a quantidade de polifendis extraidos da polpa de alfarroba, tendo-se removido
uma maior quantidade de polifendis sollveis a 50°C, sendo a quantidade de aclcares removida
semelhante em ambos os casos (25°C e 50°C). A PAE obtida por extra¢do dos agUcares sollveis a 25

e a 50°C respetivamente, apresentaram uma composi¢do lenhocelulésica muito semelhante.

O tratamento fotocatalitico mostrou-se muito eficaz na remocéo dos polifendis solUveis presentes no
xarope de alfarroba, embora no xarope 50 no final do pré-tratamento ainda permanecesse uma
concentracdo residual de polifendis soltveis. Dos resultados obtidos pode concluir-se que quer a
duracéo, quer a quantidade de agente oxidante (H20x) e catalisador (Fe Il) utilizados na fotocatalise
foram suficientes para uma rapida destoxificacdo dos polifendis sollveis presentes nos xaropes de
alfarroba. Os polifendis removidos dos xaropes terdo sido os polifendis corados pois a cor castanho-
alaranjada desapareceu do xarope tratado por fotocatalise (Figura 3.3).

A fotocatalise quando aplicada a fracdo solida da alfarroba (PAE e PAI) levou a um aumento dos
polifendis totais em vez da esperada diminuicdo. Verificou-se que a quantidade de perdxido de
hidrogénio aplicado influencia a velocidade a que os polifendis sdo removidos, tendo o aumento da
guantidade de peroxido de hidrogénio de 2 para 4 ml/(g p.s. de polpa) aumentado a quantidade de
polifendis corados oxidados (Figura 3.7). Outro fator determinante é a duragéo da fotocatélise, tendo-
se verificado inicialmente que as 6 h aplicadas na PAE ndo foram suficientes para degradar os
polifendis e por fim que as 12 h também ndo foram suficientes. Embora a aplicacdo do processo
fotocatalitico durante 12 h ndo tenha sido suficiente para degradar a totalidade dos polifendis
presentes na polpa de alfarroba, verificou-se que o aumento da duragdo do processo levou a um

aumento da degradagdo dos polifendis corados.

A hidrdlise enzimatica efetuada a PAE 25 tratada por fotocatalise, permite concluir que o tratamento
fotocatalitico melhorou o rendimento do processo de conversdo de glucano em glucose, tendo

aumentado o rendimento de hidrélise em cerca de 16% (de 22% para 38%).

A realizacdo do processo SSF na PAI tratada por fotocatalise revelou-se infrutifera devido a presencga
de perdxido de hidrogénio na polpa tratada, o que acabou por eliminar os microrganismos impedindo
gue esta se realizasse nas condicGes adequadas. No entanto, os resultados obtidos no presente
trabalho permitem concluir que a aplicagdo, com algumas modificacdes (e.g. remocao total do
peréxido de hidrogénio apos fotocatalise), da fotocatalise a polpa de alfarroba permitira melhorar o

rendimento global do processo de producéo de etanol a partir de polpa de alfarroba.

Tendo em conta os resultados obtidos no presente estudo, sugerem-se os seguintes trabalhos futuros:
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e Estudar mais detalhadamente o processo fotocatalitico de forma a perceber quais as causas
gue levam ao aumento da concentracdo de polifendis que se observou ao longo do processo
(segundo o método de Singleton & Rossi).

¢ Aumentar o tempo de duragdo do processo fotocatalitico para verificar se a concentracdo de
polifendis poderia aumentar ou se a partir de certo ponto diminuiria, e verificar o que é que
esse aumento resultaria num aumento do rendimento de hidrélise enzimatica.

e Aplicar um processo SSF a PAI tratada por fotocatalise apds remocao completa do peroxido
de hidrogénio para verificar se existiria uma melhoria efetiva no rendimento global do
processo de producgdo de etanol a partir de polpa de alfarroba. Na remocao do perdxido de
hidrogénio sugere-se a agitacdo da polpa de alfarroba apds o processo fotocatalitico durante
pelo menos 24 h num ambiente refrigerado (temperatura de aproximadamente 4°C) ou em
alternativa o uso de enzimas (peroxidases) capazes de decompor completamente o perdxido
de hidrogénio.

e Estudar aviabilidade técnica e econdmica da aplicacdo de um processo fotocatalitico a polpa
de alfarroba usando coletores solares do tipo CPC na produgéo industrial de bioetanol a
partir de polpa de alfarroba.
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Anexo | — Retas de calibracéo utilizadas na determinacao do contetido em
polifendis presentes na polpa de alfarroba pelo método de Singleton &
Rossi.

a) Reta de calibragdo para o &cido gélico

Prepararam-se padr@es de acido galico nas concentracGes de 5, 30, 50, 80 e 100 mg/l, aplicou-se o
método descrito na subseccdo 2.3.3 e leram-se os valores de absorvancia a 765 nm.
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Figura I.1: Reta de calibracdo do &cido galico usada na determinacéo da concentracdo de
polifendis nos xaropes de alfarroba 25 e 50.
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Figura 1.2: Reta de calibracdo do acido galico usada na determina¢éo da concentracdo de
polifendis ao longo da fotocatélise dos xaropes 25 e 50.
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Figura 1.3: Reta de calibragéo do &cido galico usada na determinacao da concentracéo de
polifendis na PAE 25 e 50, e no primeiro ensaio fotocatalitico da PAE 25.
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Figura 1.4: Reta de calibracdo do &cido galico usada na obten¢éo da concentragéo de polifendis no
2° e 3° ensaio fotocatalitico da PAE 25 e no ensaio da PAI.
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b) Reta de calibracéo para a albumina

Prepararam-se padrdes de albumina nas concentragdes de 0,1-0,5 mg/l e 1,0, 1,5, 2,0 e 5,0 mg/l,
aplicou-se 0 método como descrito na subsecgdo 2.3.3 e leram-se os valores de absorvancia a 765

nm.

18T y =0,2075x + 0,0306
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Figura 1.5: Reta de calibragé@o da albumina.
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Anexo Il — Formulas usadas nos calculos da lenhina, celulose e

hemicelulose
a) Determinacgéo da lenhina total

a.1) Determinag&o da lenhina de Klason (LK)

RIA-C
A

X100 (g/100g)

RIA — peso seco do residuo insoltvel em &cido (g).
C —cinzas (Q).
A — peso da amostra seca (g).

b) Concentragédo de glucano (Gn)

[Gn] = Fy x 1—2(2) x 1071 x Cgl““’slx Yinal (/100 )
F. — fator de correcéo (1,0400).
Cglucose — cONcentracgdo de glucose no filtrado hidrolisado (g/l).
c) Concentragdo de xilano (Xn)
[Xn] = F, X 1—2(2) x 1071 x 2 X Viinal 100 0y
F, — fator de correcéo (1,0965).
Cxi.. — concentragdo de xilose no filtrado hidrolisado (g/l).
d) Concentracdo de arabinano (An)
[An] = F; X % x 1071 x w (g/100 g)

Fs — fator de corregéo (1,0490).

Carab. — concentracdo de arabinose no filtrado hidrolisado (g/1).
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