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RESUMO

A procura global por energia e produtos materiais tém vindo a crescer imenso. As
principais fontes de energia e produtos quimicos sdo os combustiveis fosseis, recursos
altamente poluidores do ambiente, que levantam questdes importantes ndo soé a nivel
ambiental, mas como também econdmico e social.

Esta dependéncia dos combustiveis fésseis pode levar a uma potencial crise energética
no futuro quando estes comegcarem a esgotar. Para combater isto é necessario
encontrar e utilizar recursos mais sustentdveis. A biomassa lignocelulésica é uma
alternativa bastante promissora.

A biomassa lignoceluldsica esta presente em grandes quantidades e oferece diversas
opc¢Oes para a producdo de bioenergia. A producdo de biocombustiveis renovaveis e
sustentdveis, como é o caso do bioetanol ou do biodiesel, a partir de biomassa esta a
ganhar interesse global. Os biocombustiveis trazem beneficios do ponto de vista
ambiental e econdmico. O bioetanol produzido a partir de biomassa renovavel, surge
como um combustivel sustentdvel, mais limpo, ambientalmente seguro, neutro em
carbono e uma alternativa verde para o combustivel fdssil.

Este trabalho teve como objetivo principal valorizar a biomassa lignocelulésica (palha de
milho) resultante da fitorremedia¢cdo de um solo contaminado com metais pesados
como o zinco (Zn) e o cddmio (Cd), através da otimizacdo do processo de obtencdo de
acucares usados na producdo de bioetanol.

O processo de producado de bioetanol inclui trés etapas fundamentais: o pré-tratamento
da biomassa de forma a aumentar a eficiéncia dos processos seguintes; a hidrdlise, que
converte a celulose e a hemicelulose da biomassa lignoceluldsica em aclcares; e a
fermentacao, que utiliza microrganismos para converter esses aclicares em etanol.

Este estudo focou-se na otimizacdo das etapas de pré-tratamento com acido diluido e
de hidrélise enzimatica, sendo a palha de milho a biomassa lignocelulésica, algumas
provenientes de solos contaminados com metais pesados e outra palha servindo de
controlo. De forma a otimizar estas etapas foi usada a metodologia de Delineamento
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Composto Central Rotacional (DCCR). Neste método foram usados trés pontos centrais
e estudadas 3 varidveis independentes, a saber: para o pré-tratamento 4cido, a
temperatura do banho (T), o tempo de reacdo (t) e a concentracdo do acido (CA); e para
a hidrélise enzimatica, a temperatura do banho (T), o tempo de reagdo (t) e a quantidade
de enzima (E). A resposta analisada em ambos os casos foi a soma dos agucares (SA)
obtidos, apds leitura com cromatografia liquida de alta eficiéncia. Na otimizacdo do pré-
tratamento foram realizados 51 ensaios no total. Para a otimizagao da hidrodlise foram
executados 34 ensaios.

As condi¢gdes Otimas para o pré-tratamento com acido cloridrico diluido foram
determinadas para as biomassas utilizadas neste estudo, que se passam a enumerar:
para a biomassa do solo de Controlo uma temperatura de 86,8 °C, tempo de reagado de
6,6 horas e uma concentracdo do acido de 3,2% v/v, foi considerado 6timo e previu-se
um resultado de 16,4 g/L de aglcares (resultado experimental de validagdo de 15,2 g/L);
para a biomassa do solo de Estarreja foi considerado 6timo uma temperatura de 86,7
°C, tempo de reacdo de 6,9 horas e uma concentracdo do acido de 3,6% v/v e previu-se
um resultado de 11,4 g/L de agucares (resultado experimental de validacdo 12,0 g/L);
por ultimo para a biomassa do solo da Panasqueira foram determinados uma
temperatura de 86,6 °C, tempo de reacdo de 7,3 horas e uma concentracdo do acido de
3,6% v/v, como sendo as condi¢Ges 6timas e previu-se um resultado de 13,5 g/L de
acucares (resultado experimental de validagdo 12,5 g/L).

Para a hidrdlise enzimatica com Accellerase 1000, sé se procedeu a analise das palhas
dos solos de controlo e Panasqueira. A biomassa do solo de controlo apresentou as
condi¢Oes 6timas como sendo temperatura igual a 54 °C, tempo de reacdo de 30,3 horas
e volume de enzima de 2,5 mL, com um resultado previsto de 17,2 g/L de aglcares
(resultado experimental de validacdo 16,8 g/L) e a biomassa do solo da Panasqueira
apresentou temperatura igual a 43 °C, tempo de reacado de 38,5 horas e volume de
enzima usado de 3 mL como condi¢Bes ideais, com um resultado previsto de 17,6 g/L de
acucares (resultado experimental de validagdo 17,5 g/L).
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ABSTRACT

The global demand for energy and material products has been growing immensely. The
main sources of energy and chemicals are fossil fuels, highly polluting resources for the
environment that raise important issues not only at an environmental level, but also
economically and socially.

This dependence on fossil fuels could lead to a potential energy crisis in the future when
fossil fuels start to run out. To combat this, it is necessary to find and use more
sustainable resources. Lignocellulosic biomass is a very promising alternative.

Lignocellulosic biomass is present in large quantities and offers several options for the
production of bioenergy. The production of renewable and sustainable biofuels from
biomass, such as bioethanol or biodiesel, is gaining global interest. Biofuels bring
benefits from an environmental and economic point of view. Bioethanol produced from
renewable biomass offers opportunities for a sustainable, cleaner, environmentally
safer, carbon neutral fuel and a green alternative to fossil fuel.

The main objective of this work is to value the lignocellulosic biomass (corn stover)
resulting from the phytoremediation of a soil contaminated with heavy metals such as
zinc (Zn) and cadmium (Cd), by optimizing the process of obtaining sugars used in
production of bioethanol.

The bioethanol production process includes three fundamental steps: pre-treatment of
biomass in order to increase the efficiency of the following processes; hydrolysis, which
converts cellulose and hemicellulose from lignocellulosic biomass into sugars; and
fermentation, which uses microorganisms to convert these sugars into ethanol.

This study focused on optimizing the steps of pre-treatment with dilute acid and
enzymatic hydrolysis, using corn stover as lignocellulosic biomass, produced using soils
contaminated with heavy metals (Panasqueira and Estarreja) and from non-
contaminated soil, that served as a control. In order to optimize these steps, the Central
Composite Rotational Design (DCCR) methodology was used. In this method, three
central points were used and 3 independent variables were studied, namely: for the acid
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pretreatment, the bath temperature (T), the reaction time (t) and the acid concentration
(CA); and for enzymatic hydrolysis, the bath temperature (T), the reaction time (t) and
the amount of enzyme (E). The response analyzed in both cases was the sum of sugars
(SA) obtained, after analyzing with high performance liquid chromatography. In
optimizing the pre-treatment, 51 experiments were performed in total. To optimize the
hydrolysis, 34 experiments were performed.

The optimal conditions for pre-treatment with dilute hydrochloric acid were determined
for the biomasses used in this study, which will now be listed: for the biomass from
Control soil, a temperature of 86,8 °C, reaction time of 6.6 hours and an acid
concentration of 3.2% v/v was considered optimal and a result of 16.4 g/L of sugars was
predicted (experimental validation result of 15.2 g/L); for the Estarreja biomass, a
temperature of 86.7 °C was considered optimal, a reaction time of 6.9 hours and an acid
concentration of 3.6% v/v and a result of 11,4 g/L was predicted of sugars (experimental
validation result 12.0 g/L); finally, for the Panasqueira biomass, a temperature of 86.6
°C, a reaction time of 7.3 hours and an acid concentration of 3.6% v/v were determined
as the optimal conditions and a result of 13.5 g/L of sugars (12.5 g/L experimental
validation result).

For enzymatic hydrolysis with Accellerase 1000, only control and Panasqueira straws
were analyzed. The control biomass presented the optimal conditions as being a
temperature equal to 54 °C, a reaction time of 30.3 hours and an enzyme volume of 2.5
mL, with a predicted result of 17.2 g/L of sugars (result experimental validation 16.8 g/L)
and the Panasqueira biomass had a temperature of 43 °C, a reaction time of 38.5 hours
and a volume of enzyme used of 3 mL as ideal conditions, with a predicted result of 17.6
g/L of sugars (experimental validation result 17.5 g/L).
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LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIATURAS

Lista de Siglas

AFEX Ammonia Fiber Explosion

Cd Cadmio

DCCR Delineamento Composto Central Rotacional
EUA Estados Unidos da América

HPLC Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
NIRS Near-infrared spectroscopy

OoDSs Objetivos de Desenvolvimento Sustentdavel
SHF Hidrdlise e fermentacdo separadas

SSF Sacarificacdo e fermentagao simultaneas
Pb Chumbo

UE Unidao europeia

Zn Zinco

Lista de Unidades

% (m/m) percentagem em massa
% (v/v) percentagem em volume
°C grau Celsius

cm centimetro

g grama

g/kg grama por quilograma
g/L grama por litro

h hora

kg quilograma

L litro

mg miligrama

min minuto

mL mililitro

mol/L mol por litro

pL microlitro
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LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIATURAS

Lista de Abreviaturas

a Absortividade
A Absorbancia
Aqg Teor de Cinzas
b Comprimento de caminho da célula
Teor de celulose
df Fator de diluicao
E Quantidade de enzima
LI Massa de lignina insoluvel
LT Massa de lignina total
m1 Massa recipiente vazio, apds 105 °C
m; Massa recipiente com amostra himida
ms Massa recipiente com amostra seca, apos 105 °C
ma Massa recipiente vazio, apds 550 °C
ms Massa recipiente com amostra, apés 105 °C
M Massa recipiente com amostra incinerada, apds 550 °C
Mad Teor de Humidade
Me massa do cadinho com a amostra apés 105 °C, em g;
mm massa do cadinho com a amostra apds 500 °C, em g;
ms massa seca da amostra inicial, em g
SA Soma das concentracdes de acucares
Vs volume do filtrado
t Tempo
T Temperatura
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1 INTRODUCAO

Devido ao aumento da industrializagdo e também da populagdo mundial, a procura
global por energia e produtos materiais tém vindo a crescer imenso. Uma vez que as
principais fontes de energia e produtos quimicos sdo os combustiveis fdsseis, este
crescimento levanta muitas questdes importantes a nivel ambiental, econdmico e social.

O petréleo por exemplo, é explorado a uma taxa muita elevada pelo que a regeneracao
natural do planeta, que é um processo muito lento, ndo consegue acompanhar as
necessidades desta crescente populagdo mundial, levando a uma potencial crise
energética no futuro. Outro problema da dependéncia excessiva em combustiveis
fosseis é que a maior parte das reservas de petrdleo e gas natural estdo localizadas num
pequeno grupo de paises, o que torna uns paises dependentes de outros em termos
energéticos. Devido a estas situacbes, este padrdo de consumo é considerado
insustentavel pelo que existe um crescente interesse global no desenvolvimento de
fontes alternativas de energia[1].

Estes problemas podem vir a ser mitigados através da mudanca gradual dos recursos
fosseis para recursos de energia renovavel, estando estes mais uniformemente
distribuidos e acessiveis a mais paises do que os recursos fdsseis, causam menos
preocupacdes ambientais e sociais, € como o nome indica sdo recursos que se
regeneram se for aplicado um consumo responsavel. Entre as fontes de energia
renovavel, os recursos derivados de biomassa sao uma fonte de energia bastante
promissora, com capacidade de substituir/complementar o uso dos combustiveis fésseis

[2].

Para a producdao de eletricidade ou calor podem ser utilizados uma variedade de
alternativas renovaveis (edlica, solar, hidrica, biomassa, etc.), enquanto para a producao
de combustiveis e outros produtos quimicos a biomassa é a Unica alternativa vidvel aos
recursos fésseis, uma vez que é a Unica fonte rica em carbono disponivel, para além dos
foésseis. Como consequéncia, a producdo sustentavel de biomassa é uma questao crucial,
especialmente no que diz respeito a uma possivel competicdao de terras férteis com a
industria alimentar [3].

Atualmente, os combustiveis baseados em biomassa, denominados de biocombustiveis,
podem ser classificados como de primeira ou segunda geracao. Os biocombustiveis de
primeira geracdo referem-se aos biocombustiveis produzidos a partir de matérias-
primas em competicdo com fins alimentares. Por causa desta competicdo, estes
biocombustiveis geram preocupacdes éticas, politicas e ambientais. De modo a superar
estes problemas, procede-se a producdo de biocombustiveis de segunda geracao, que
sdo aqueles produzidos através de matérias-primas com base em residuos (comos os
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residuos alimentares), restos ndo comestiveis de culturas alimentares e culturas sem
fins alimentares, como é o caso da biomassa lignoceluldsica produzida através de
culturas de fitorremediacdo. Esta pratica tem vindo a ganhar mais interesse a nivel
global nos ultimos anos como uma possivel alternativa "mais verde" aos combustiveis
fosseis e biocombustiveis de primeira geragao [3].

1.1 Enquadramento geral

Com as crescentes necessidades energéticas em todo o mundo e o esgotamento das
reservas de combustivel féssil convencional, tem havido um crescente interesse global
no desenvolvimento de fontes alternativas de energia. Além disso, existem
preocupacdes em muitos paises com a segurancga e independéncia energética.

As fontes de energia renovaveis sdo vistas como a solugdo para esta crescente
necessidade energética. Governos, agéncias intergovernamentais e outras partes
interessadas esperam alcangar um futuro sustentavel, substituindo os materiais e
energias derivadas de petréleo por fontes alternativas renovaveis [4]. A introduc¢do do
conjunto de Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) globais, para combater as
mudancas climaticas e os seus impactos e tentar alcancar um futuro mais sustentdvel,
apela ao uso de energias renovaveis, sustentdveis e mais limpas, diretamente no
objetivo 7 dessa lista, Energias renovaveis e acessiveis [5].

As energias renovaveis sdo definidas na Diretiva (UE) 2018/2001 da seguinte maneira:
“energia de fontes renovaveis nao fésseis, como edlica, solar (térmica e fotovoltaica),
aerotérmica, geotérmica, hidrotérmica, energia ambiente, das marés, ondas e outras
energias oceanicas, energia hidroelétrica, de biomassa, de gases de aterro, de gases de
estacdo de tratamento de dguas residuais e biogas”.

Atualmente, a producdo de energia ainda estd muito dependente dos combustiveis
fésseis, como se pode ver na Figura 1 onde esta expresso o consumo da energia mundial
até 2020 e as respetivas fontes dessa energia. No entanto, a tendéncia nos ultimos anos
tem sido numa diminuicdo gradual da quota energética dos combustiveis fosseis e um
aumento da quota das energias renovaveis, o que mostra uma tendéncia de
investimento nestas fontes de energia e uma atitude de mudanca a nivel global [6]. A
tendéncia para o consumo de energia tem sido sempre crescente, exceto no ano 2020
onde houve um decréscimo no consumo de energia, muito provavelmente associado a
pandemia provocada pelo COVID-19.

Em Portugal a producdo de energia também é dominada pela utilizacdo de combustiveis
fésseis, como se pode verificar pelo grafico da Figura 2. Analisando o consumo das
diferentes formas de energia em 2018, verifica-se que o petrdleo continua a ser a
principal fonte de energia primaria (38,8%), seguido das renovaveis (26,8%), gas natural
(22,4%) e do carvao (12%) [7].
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Figura 1-Consumo global de energia primaria por fonte energética nos anos 1995 a 2020 (fonte: [6])
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Figura 2-Producdo de energia em Portugal entre os anos 1998 e 2018 (Fonte: DGEG [7])

No entanto, como se pode verificar nos graficos da Figura 3, o peso do petréleo na
producdo de energia tem vindo a decrescer nos ultimos anos (50,9% em 2008 vs 38,9%
em 2018), enquanto o peso das renovaveis (17,8% em 2008 vs. 26,7% em 2018) e do gds
natural (17,1% em 2008 vs. 22,4% em 2018) aumentaram consideravelmente.
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Figura 3-Comparagdo entre a quota energética entre fontes de energia para os anos 2008 e 2018 (Fonte: DGEG [7])

Devido as preocupacdes da sociedade moderna relativamente as alteragdes climdticas
que se tém vindo a observar nos ultimos anos, provocadas em parte pelas emissdes de
poluentes associadas ao uso de combustiveis fdsseis, existe uma maior procura de novas
solucdes que ndo comprometam o futuro das préximas geragdes. Os biocombustiveis
derivados de biomassa lignocelulésica sdo muito promissores como alternativa aos
combustiveis fdsseis [2].

A biomassa lignocelulésica esta presente em grandes quantidades e oferece diversas
opcdes para a producdo de bioenergia. A producdo de biocombustiveis renovaveis e
sustentdveis, como é o caso do bioetanol ou do biodiesel, a partir de biomassa estd a
ganhar interesse global. Os biocombustiveis trazem beneficios do ponto de vista
ambiental e econémico. A utilizacao de gasolina misturada com bioetanol no setor de
transportes reduz significativamente as emissdes de gases de efeito estufa, bem como
o consumo de combustiveis fésseis. O bioetanol produzido a partir de biomassa
renovavel, oferece oportunidades para um combustivel sustentavel, mais limpo,
ambientalmente seguro, neutro em carbono e uma alternativa verde para o combustivel
fossil [8].

Na tentativa de reduzir o componente fdssil nos combustiveis de transporte, a mistura
de bioetanol com gasolina (normalmente entre os 5-15%) ja estd a ser aplicada em
muitos paises, como por exemplo, nos Estados Unidos da América (EUA), Brasil, India e
Unido Europeia (UE). A bioconversao de acgulcares dos residuos lignoceluldsicos tem-se
mostrado um método de producdo de bioetanol vidvel e é considerada uma das
abordagens mais atrativas do ponto de vista ambiental. No entanto, o conteldo
desejado da matéria-prima lignoceluldsica, os acucares, nao é facilmente convertido em
etanol por causa da estrutura dos materiais lighocelulésicos o que dificulta o acesso aos
mesmos. Nos ultimos anos, muitas pesquisas e artigos tém sido desenvolvidos para
melhorar a eficiéncia da producdo de bioetanol a partir de residuos lignoceluldsicos. Em
particular, a bioconversao da palha de milho tem sido um ponto de destaque, pois esse
residuo esta disponivel em grandes quantidades e a baixo custo [2].

Porém, a producdo de biocombustiveis requer grandes quantidades de terras ardveis
gue também sdo necessarias para fins mais tradicionais, como a producao de alimentos,
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o que levanta questdes ao nivel ético e econdmico sobre a capacidade de usar estas
terras para a produgao de biomassa destinada exclusivamente para a produgao de
biocombustiveis. Uma solu¢do para estas questdes é a fitorremediacdo de terrenos
poluidos, onde os residuos das culturas usadas na limpeza do solo sdao depois usados
para a produgao de bioetanol [9].

A fitorremediacdo, que envolve a extracdo de metais pesados por meio dos processos
metabdlicos das plantas, mantém e melhora as propriedades agricolas do solo sem
prejudicar as propriedades fisicas e quimicas. Por causa do custo relativamente baixo, a
fitorremediacdo pode ser empregue para tratar efetivamente grandes dreas de terras
agricolas contaminadas, e é considerada a tecnologia de remediacdo mais
ecologicamente correta e economicamente vidvel, quando as colheitas é dado um uso
posterior que gere riqueza. Muitos estudos indicaram que os solos contaminados
podem ser usados para cultivar plantacdes de bioenergia, como milho, trigo ou arvores,
para substituir fontes de energia féssil [9]-[11].

1.2 Objetivos da Dissertagao

Na procura de alternativas para os combustiveis fésseis, que sejam mais amigas do
ambiente, e também de opc¢les de valorizacdo para a biomassa gerada na
fitorremediacdo dos solos contaminados, foi proposta a realizacdo desta dissertacao.

O principal objetivo desta dissertacdo é a otimiza¢do da producdo de bioetanol a partir
de biomassa proveniente de fitorremediacdo de solos contaminados com metais
pesados (Zn e Cd). Durante as diferentes etapas da producdo do biocombustivel,
também é pretendido comparar a obtenc¢ao de aglcares da biomassa contaminada com
metais pesados com uma amostra de biomassa produzida em solo ndo contaminado.

Este tema surgiu na sequéncia do trabalho de investigacdo realizado, pela investigadora
Ana G. Marques, no ambito do projeto PhytoEnergy, o qual visa a avaliagcdo do beneficio
gue a planta de milho possui na remediacao de solo contaminado por Cadmio e Zinco,
e da sua potencial valorizacdo através da producdo de biocombustiveis (bioetanol e
biogas).

1.3 Conteudo da Dissertacao

Este documento encontra-se dividido em cinco capitulos.

No primeiro capitulo apresenta-se uma breve introducao e contextualizacdo a tematica
em estudo e sdo mencionados os objetivos da presente dissertacao.

No segundo capitulo realizou-se uma revisao bibliografica, sobre os processos de
fitorremediacdo e producao de bioetanol a partir da biomassa lignoceluldsica, incluindo
a caracterizacao desta mesma biomassa.
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No terceiro capitulo descreve-se o trabalho experimental realizado, referindo quais as
metodologias aplicadas.

No quarto capitulo apresentam-se e discutem-se os resultados obtidos, interpretando-
0s e comparando-o0s com outros estudos semelhantes.

No quinto capitulo apresentam-se as conclusdes recolhidas deste estudo e os aspetos a
ter em conta para os futuros estudos.
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2 REVISAO BIBILOGRAFICA

Neste capitulo é feita uma breve descricdo dos processos e beneficios da
fitorremediacdo e a caracterizacdo da biomassa lignoceluldsica, com especial atencdo a
biomassa da espécie Zea mays (milho). E feita também uma andlise quanto a
aplicabilidade e caracteristicas do bioetanol, a regulacdo em volta deste produto, e
ainda sdo referidas as varias etapas envolvidas na sua producao.

2.1 Fitorremediacao

A contaminacdo dos solos é um enorme problema ambiental por todo o mundo,
provocada principalmente pela exploracdo mineira, industria e atividades urbanas.
Estima-se que aproximadamente 2,5 milhdes de locais na UE tem solos contaminados,
dos quais 300 mil locais estdo confirmados como estando contaminados e necessitam
de descontaminacao [12].

A limpeza de solos contaminados é geralmente um processo caro e complexo. Varios
processos fisicos, quimicos e biolégicos podem ser empregues na remedia¢do de um
solo, como por exemplo: vitrificacdo, remediacdo eletrocinética, oxidacdo ou reducao
guimica, remocao do solo e tratamento externo ou armazenamento em um local mais
apropriado e incineragao [11], [13].

Para além destas abordagens de remediacdo anteriormente referidas, existe uma opcgao
de remediacdo alternativa, menos invasiva, chamada de fitorremediagdo. A
fitorremediacdo é vista como uma alternativa mais sustentavel, comparativamente aos
outros métodos de remediacdo atualmente praticados, uma vez que se baseia no uso
de plantas para extrair, remover e/ou desintoxicar os poluentes retidos no solo, sem
comprometer a integridade desses mesmos [9].

No entanto, o processo de fitorremediacdo é um processo geralmente lento. Em locais
muito contaminados pode demorar centenas de anos a diminuir a quantidade de metais
e contaminantes para niveis aceitdveis. Outra situacdo que necessita de atencdo em
relacdo a fitorremediacdo é o que fazer as culturas produzidas apds o processo de
fitorremediacdo estar concluido, visto que estas culturas podem ndo ser seguras para a
alimentacao [9], [14].

A biomassa produzida durante este processo pode ser utilizada para produzir energia e,
assim, desempenhar um papel fundamental na producdo e aplicacdo de energias
renovaveis e ao mesmo tempo estar a dar rentabilidade ao processo [11]. Alguns
estudos indicam que os solos contaminados podem ser usados para cultivar plantacdes
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de bioenergia, como a Zea mays (milho) ou Brassica napus L. (colza), para substituir
fontes de energia fossil [9], [10], [15].

O uso de culturas energéticas e silvicultura de curta rotacdo na fitorremediacdo de solos
contaminados é um campo em rdpido desenvolvimento. A fitorremedia¢do pode ser
aplicada para extrair metais pesados do solo, por esta ser um processo realizado in situ,
de baixo custo e eficaz por um longo periodo de tempo [16].

Existem diversas formas de fitorremediacdao dependendo da espécie utilizada, como a
rizofiltragdo, a rizodegradacdo, a fitoestabilizagdo, a fitovolatilizagdo, a fitodegradagao
e a fitoextracdo [11]. No caso das culturas de milho, estas utilizam a fitoextracao,
também conhecida como fitoacumulagdo, para a remogao dos contaminantes no solo.
Este processo consiste na remocao dos poluentes do solo pelas raizes da planta, que
depois sdo enviados para as restantes partes da planta, como as folhas e o caule [17]-
[19]. Na Figura 4, estd representado um esquema deste processo.

Fitoextracao

A

Armazenamento nas folhas @

Solo contaminado
por metais

Figura 4-Esquema do processo de fitoextragdo (adaptado de [17])

A fitorremediacdo usando a espécie Zea mays foi o caso de estudo deste trabalho. Esta
planta pode crescer numa grande variedade de ambientes, é altamente tolerante a
diversos metais pesados, como o chumbo (Pb), cadmio (Cd) e zinco (Zn), e tem uma
produtividade consideravelmente alta, relativamente a biomassa produzida por unidade
de drea de solo utilizado [9], [10].
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2.2 Biomassa Lignoceluldsica

A lignocelulose é uma estrutura complexa encontrada nas plantas, e a biomassa
lignoceluldsica representa a fonte mais abundante de matéria organica renovavel no
planeta. As principais fontes de recursos lignoceluldsicos sao residuos florestais, como
serrim, madeira, folhas e ramos, residuos agricolas e agroindustriais, como palha,
cascas, residuos de culturas agricolas e residuos da producdo de cerveja, e culturas
energéticas. Para além da motivagao de utilizar estes materiais para produzir energia ou
produtos com valor acrescentado, os residuos de materiais lignocelulésicos acumulam-
se todos os anos em grandes quantidades se ndo forem recolhidos, possibilitando mais
facilmente incéndios [20], [21].

A lignocelulose é composta principalmente pelos polimeros celulose e hemicelulose e
um polimero aromatico, a lignina. A lignocelulose é uma estrutura complexa onde as
fibras de celulose estdo rodeadas por hemicelulose e lignina, como demostrado na
Figura 5. A lignina protege os polissacarideos da hidrélise por enzimas e produtos
guimicos, dificultando a conversdo da lignocelulose em outros produtos, como por
exemplo, o etanol [22].
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Figura 5-Estrutura da lignocelulose, com as respetivas estruturas quimicas dos principais componentes (retirado de
[23])

A celulose é composta por unidades de glicose ligadas entre si por meio de liga¢cdes B-
1,4-glicosidicas, criando longas cadeias que se combinam para formar fibrilas e,
eventualmente, fibras. Esta macromolécula estd geralmente presente em duas formas:

cristalina e amorfa. Uma fibrila tipica tera zonas cristalinas separadas por zonas amorfas.
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Enquanto a forma cristalina é dificil de decompor através de hidrdlise, a fase amorfa tem
um certo nivel de desordem, que permite mais facilmente a penetragao e ag¢ao dos
agentes hidrolisantes, como as enzimas [23].

A lignina é uma macromolécula composta por fenilpropandides que se ligam,
predominantemente, por ligacdes éter, embora ligacdes de carbono-carbono também
sao significativas. A lignina possui um baixo teor de oxigénio e, portanto, alto valor
energético. A hemicelulose é um heteropolimero composta por pentoses como a xilose
e a arabinose e também por hexoses como a glucose e a galactose. A celulose e a lignina
geralmente ligam-se através de ligacdes covalentes e a celulose e a hemicelulose
encontra-se ligadas por pontes de hidrogénio [23], [24].

2.2.1 Palha de milho

A palha de milho pode ser uma matéria-prima estratégica para a produgao de bioenergia
e produtos industriais de base bioldgica, devido a abundancia deste recurso, alto teor
em hidratos de carbono e por se tratar de um residuo que normalmente ndo tem grande
valor, mas com muito potencial [25], [26].

No estudo de Templeton et al. [25], foi feita uma analise usando Near-infrared
spectroscopy (NIRS) (em portugués, espectroscopia de infravermelho préximo) para
avaliar a variagao da composicdao de 508 amostras de palha de milho comercial, de 47
locais em oito estados dos Estados Unidos da América (EUA). Os resultados obtidos
nesse estudo indicam que os principais componentes da palha de milho, expressos como
média (desvio padrao) % em massa seca, sao glucano 31,9 (2,0) %, xilano 18,9 (1,3) %,
compostos soltuveis 17,9 (4,1) % e lignina 13,3 (1,1) %. O glucano e o xilano sdo
polissacarideos maioritariamente presentes na celulose e na hemicelulose,
respetivamente.

Noutro estudo, Philip Ye et al. [27], caracterizaram amostras de palha de milho do
Tennessee Agricultural Experiment Station, usando cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC). Os valores obtidos nesse estudo, expressos em % (m/m) (desvio
padrao) de massa seca, foram glucano 33,18 (1,71) %, xilano 18,94 (1,72) % e lignina
22,10 (2,25) %.

Ambos os estudos apontam para uma grande percentagem de glucano (celulose) e
xilano (principal hemicelulose), polissacarideos cujos mondmeros sdo glicose e xilose,
respetivamente, que sdo aglcares com interesse para a producdo de etanol. O teor de
glucano e xilano obtido nestes estudos é semelhante. J4 o teor de lignina apresenta
maior disparidade, possivelmente devido a diferentes condi¢cGes ambientais no cultivo.

2.3 Bioetanol
O etanol ou alcool etilico (C2He0), é um liquido limpido e incolor, biodegradavel, com

uma baixa toxidade, e provoca pouca poluicdo ambiental. O bioetanol é produzido a
partir da fracdo biodegradavel de residuos que contenham quantidades aprecidveis de
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aculcares ou outros materiais que possam ser convertidos em agucares, como o amido,
a inulina ou a celulose [28], [29].

As crescentes preocupacdes quanto aos problemas ambientais e energéticos
resultantes do uso extensivo de combustiveis fésseis levam a procura de solugdes
renovaveis invés das atualmente utilizadas. Biocombustiveis como o bioetanol e o
biodiesel sdo exemplos de tais solucdes e proporcionam ainda a vantagem,
comparativamente as outras energias renovaveis, de serem combustiveis liquidos com
uma certa compatibilidade com os motores de combustao atuais [30], [31].

Para um mesmo volume de etanol e de gasolina, o equivalente energético do etanol é
68% inferior ao da gasolina, pois este uUltimo tem um poder calorifico maior, como se
pode ver na Tabela 1 [32]. No entanto a combustdo do etanol é mais limpa, por este ter
um elevado teor de oxigénio, cerca de 35% da massa molecular. Isto promove uma
menor utilizacdo de oxigénio, comparativamente as alternativas diesel e gasolina, para
uma combustdo completa, o que leva a menos poluentes [32], [33].

Tabela 1-Caracteristicas da gasolina e do etanol (fonte:EUBIA [28])

Caracteristicas Unidade Gasolina Etanol
Massa molecular kg/kmol 111 46
Densidade a 15 °C kg/L 0,75 0,80-0,82
Indice de octanas, RON - 97 109

(Research Octane Number)

Indice de octanas, MON - 86 92
(Motor Octane Number)

Poder calorifico inferior a 15 °C MJ/L 31 21,2

O indice de octanas do etanol é maior do que o da gasolina, como consta na Tabela 1.
Isto demostra que o etanol tem melhores caracteristicas antidetonantes do que a
gasolina. Esta qualidade do biocombustivel pode ser explorada para melhorar a taxa de
compressdao do motor de modo a aumentar a eficiéncia do combustivel no motor. O
etanol é um combustivel de alta octanagem e tem vindo a substituir o chumbo como
um intensificador de octanas na gasolina [34].

Todas estas caracteristicas do bioetanol tém vindo a promover a utilizacdo deste
biocombustivel como aditivo na gasolina, sendo a mistura mais comum de 10% de
etanol e 90% de gasolina, abreviada como E10 [28].
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2.3.1 Mercado de bioetanol — producao e consumo
2.3.1.1 Producdo a nivel mundial

De maneira geral, a produgao global de etanol tem vindo a aumentar, embora a
producdo mundial tenha caido em 2020, muito provavelmente devido a pandemia
COVID-19. No grafico da Figura 6 esta representada a producao global de etanol por pais
ou regido, de 2007 a 2020 [35].

Global Ethanol Production by Country or Region
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Figura 6-Evolugdo da produgdo mundial de etanol entre os anos de 2007 e 2020 (fonte: AFDC [35])

Os dados da Tabela 2 indicam que no mundo foram produzidos quase 100 mil milhdes
de litros de bioetanol em 2020, um decréscimo comparativamente aos anos anteriores.
Os EUA s3ao o maior produtor mundial de bioetanol, tendo produzido quase 53 mil
milhdes de litros em 2020, equivalente a 53% da producdo mundial para esse ano. O
segundo maior produtor é o Brasil, com 30 % da produgao mundial e 30 mil milhdes de
litros produzidos no ano 2020. A grande maioria do etanol americano é produzida a
partir do milho, enquanto no Brasil é principalmente através cana-de-acucar [35], [36].

De acordo com os dados da Tabela 2, a produgao na UE representa cerca de 5% da
producdao mundial, tendo sempre os valores de producdo estado acima dos 5 mil
milhdes de litros anuais, exceto neste ultimo ano (2020). Na Europa, as principais
culturas usadas na producdo de bioetanol sdo as culturas de amido (como o trigo
comum) e a beterraba sacarina. As plantacdes de beterraba sacarina sdo cultivadas na
maioria dos paises da UE-25 e produzem substancialmente mais etanol por hectare do
gue o trigo [28], [36].
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Tabela 2-Produgdo anual de etanol no mundo entre os anos 2015 e 2020, em milhdes de litros (adaptado de: RFA

[36])
% da
. producao
Regiao 2015 2016 2017 2018 2019 2020 )
mundial
(2020)
EUA 56 051 58 345 60 324 60911 59 726 52716 53%
Brasil 27 255 25552 25173 30 245 32517 30018 30%
UE 5148 5148 5375 5489 5186 4732 5%
China 2915 2536 3028 2915 3785 3331 3%
india 719 1060 757 1628 1931 1949 2%
Canada 1703 1741 1741 1741 1968 1620 2%
Tailandia 1173 1287 1476 1476 1628 1514 2%
Argentina 833 908 1098 1098 1060 871 1%
Resto do
1488 1843 1719 2 002 1976 1893 2%
mundo
Total 97 285 98421 100692 107506 109777 98 644

2.3.1.2 Diretivas europeias e nacionais

Em 2016, a comissdao europeia propds uma sucessora para a Diretiva de Energia
Renovavel (RED) para o periodo de 2021-2030: a RED Il. Apds quase dois anos de
debates, a RED Il foi publicada no diario oficial da UE como Diretiva (UE) 2018/2001. A
RED Il estabelece uma nova meta geral para a energia renovavel de 32% até 2030, e uma
meta de 14% para o setor de transporte, onde os biocombustiveis avancados contam o
dobro para o cumprimento desta meta.

Os critérios de sustentabilidade obrigatérios da UE para biocombustiveis e bioliquidos
ndo permitem que a matéria-prima para a producdo de biocombustiveis seja obtida de
terras com alto stock de carbono ou alta biodiversidade.

Para biocombustiveis avancados a base de materiais ndo alimenticios, a UE estabeleceu
uma meta crescente de 0,2% em 2022, com expetativas de atingir 3,5% em 2030. A UE
estabeleceu um limite de 1,7 por cento até 2030 para biocombustiveis avancados
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produzidos com gorduras e 6leos residuais. Na Figura 7 esta ilustrado um mapa da UE
com as diferentes metas propostas relativas ao uso de biocombustiveis para cada
estado-membro para o ano de 2021 [37].

Em Portugal, o Decreto-Lein.28/2021, de 20 de janeiro, alterou o regime que estabelece

os critérios de sustentabilidade para a producdo e utilizacdo de biocombustiveis e

bioliquidos e mudou a meta de incorporacdo de biocombustiveis nos combustiveis
rodovidrios para o ano de 2021 para 11%. A contribuicdo dos biocombustiveis avancados
para o cumprimento da meta de incorporacdo deve ser, pelo menos, de 0,5% em 2021.

A alinea c) do n.2 1 do artigo 2.2 do Decreto-Lei n.2 117/2010, de 25 de outubro, na

redacdo dada pelo Decreto-Lei n.2 8/2021, de 20 de janeiro, define biocombustiveis
avancgados do seguinte modo:

“«Biocombustiveis avancados», os biocombustiveis produzidos a partir das
matérias-primas enumeradas na parte A do anexo IV ao presente decreto-lei, do
qual faz parte integrante, em geral, com recurso a processos e tecnologias de
convers@o mais avangados, tais como a conversdo termoquimica ou bioquimica
de materiais lenho-celuldsicos e materiais celuldsicos ndo alimentares,
nomeadamente, por fermentagdo, gaseificagcdo, pirdlise, hidroprocessamento,
entre outros, e que possuem um maior nivel de sustentabilidade e de redugdo das
emissées de gases com efeito de estufa, tendo associado um baixo (ou nulo) risco
de alteragdo indireta do uso do solo e sem competir com as culturas alimentares
pela utilizacdo de terrenos agricolas.”
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Figura 7-Metas energéticas propostas para os estados-membros da EU para o ano de 2021 (Fonte: APPB [37])
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2.3.2 Processo de producdo de bioetanol

O processo de produgao de bioetanol resulta da fermentagao dos agucares extraidos da
biomassa, esta fermentacdo sendo dirigida pela atividade metabdlica de
microrganismos que fermentam os agucares, convertendo-os em alcool etilico. A
producdo de bioetanol, em geral, consiste em varios procedimentos sequenciais,
nomeadamente o pré-tratamento da biomassa, seguido da hidrdlise para a formacao
acucares, a fermentacgdo desses agucares e por fim a destilagdo para obtenc¢ao do etanol.
Para cada uma destas etapas existem diversas possibilidades vidveis e cada uma destas
possibilidades trara resultados diferentes para a qualidade do etanol e para o custo
global de producgao [33], [38].

As opgdes de processamento sao amplamente diferenciadas pelo método escolhido
para hidrolisar a celulose e hemicelulose nos seus aclcares componentes (ou seja,
glicose, xilose, arabinose, galactose e manose). Em particular, a hidrélise pode preceder
a fermentacao ou ser realizada simultaneamente com a fermentacao [39].

2.3.2.1 Pré-tratamento

O pré-tratamento é o primeiro passo na producao de bioetanol a partir da biomassa
lignoceluldsica, sendo este crucial para uma hidrdlise mais eficaz. O objetivo principal é
separar em fracBes independentes as fibras de celulose, hemicelulose e lignina,
tornando-as assim mais acessiveis para a conversao da celulose e da hemicelulose em
acucares [34]. Este processo ajuda também a reduzir o grau de cristalinidade da celulose
e assim a aumentar a fracdo de celulose amorfa, permitindo as enzimas um melhor
acesso [40], [41].

Este processo é altamente recomendado, pois aumenta o rendimento subsequente dos
acucares fermentdveis, previne a degradacao prematura dos acucares produzidos, evita
a formacdo de inibidores antes da hidrdlise e fermentagao, reduz o custo de
processamento e diminui a necessidade energética para as etapas seguintes [40].

Na Figura 8 estdo ilustrados os efeitos que o pré-tratamento tem na biomassa
lighoceluldsica, nomeadamente na quebra das ligacdes entre a hemicelulose, lignina e
celulose.
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Figura 8-Efeitos do pré-tratamento na estrutura da
biomassa lignoceluldsica (Fonte: [20])

Nas ultimas décadas, tém sido desenvolvidos muitos métodos de pré-tratamento, que
podem ser divididos em fisicos, quimicos, fisico-quimicos e bioldgicos.

O pré-tratamento fisico efetivamente reduz o tamanho e destrdi a estrutura cristalina
da biomassa lignoceluldsica enquanto aumenta a area de superficie especifica através
de métodos fisicos como a moagem.

O pré-tratamento quimico destréi a rede de lignina através da aplicacdo de liquidos
idnicos/solventes verdes, tratamento acido (forte ou diluido), tratamento alcalino e
tratamento Organosolv.

O pré-tratamento fisico-quimico combina os efeitos dos métodos fisicos e quimicos para
guebrar a composicdo e estrutura da biomassa lignocelulésica, libertando assim a
celulose do interior da biomassa; E por fim o pré-tratamento biolégico remove a lignina
da biomassa lignoceluldsica usando microrganismos [36], [40].

Na Tabela 3 apresenta-se uma breve comparacdo entre as vantagens e as desvantagens
apresentadas pelos diversos métodos de pré-tratamento de biomassa lignocelulésica.
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Tabela 3-Resumo das vantagens/desvantagens dos métodos de pré-tratamento (adaptado de:[33])

Método de Pré-
tratamento

Efeitos principais

Vantagens

Desvantagens

Ammonia Fiber
Explosion (AFEX)

Aumenta a drea de
superficie acessivel

Remove uma parte da
lignina e hemiceluloses

Baixa formacdo de inibidores

Ndo é eficiente para
biomassa com alto teor de
lignina
Custos elevados para
grandes quantidades de
amoniaco

Percolagdo com

Remove lignina

Deslignificagdo altamente

Alto consumo de energia

amonia seletiva
Remove lignina e Longos tempos de
_ hemicelulose Alta digestibilidade residéncia
Alcalina . . o . )
Aumenta a area de Alta remocao de lignina Formacao de sais
superficie acessivel irrecuperaveis
o Degrada a lignina e a . . . S
Bioldgico 8 . & Baixo consumo de energia Baixa taxa de hidrdlise
hemicelulose
Alto rendimento em glicose
Reducgdo nos custos
roli operacionais devido a A recuperagdo do acido é
Acido N H'F’“j 'Ta tanto as temperatura moderada de obrigatoria
emiceluloses como a = ~ .
concentrado operagao Corrosao de equipamentos

celulose

Baixa formagao de produtos
de degradacgao

Nenhuma enzima é necessaria

Gera compostos inibidores

Acido diluido

Hidrolisa a hemicelulose

Torna a celulose mais
suscetivel a um tratamento
enzimatico posterior

Altera a estrutura da lignina

Menos problemas de corrosdo
do que o acido concentrado

Baixa formacdo de inibidores

Geragdo de produtos de
degradagdo devido a alta
temperatura

Liquidos idnicos

Reduz a cristalinidade da
celulose

Remove lignina

Alta digestibilidade

S3o solventes verdes

Aplicacdo em grande
escala ainda sob
investigacao

Reduz a cristalinidade da

Mecanico Sem formacdo de inibidores | Alto consumo de energia
celulose
. - Custo elevado
Organosolv Hidrolisa a lignina e a Alta digestibilidade Os <ol
; ~ - s solventes precisam ser
hemicelulose Recuperacgdo de lignina pura P .
drenados e reciclados
Sem formagao de inibidores | Alto custo devido a grande
Ozono Reduz o conteldo de lignina quantidade de ozono

Condig¢des operacionais
moderadas

necessaria
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Método de Pré-
tratamento

Efeitos principais

Vantagens

Desvantagens

Explosdao com

Causa transformacdo de
lignina

Maior rendimento de glicose e

Degradacao parcial da
hemicelulose

vapor Causa solubilizacdo de hemiceluloses Geragdo de compostos
hemiceluloses inibidores
Nao afeta a lignina e a
Fluido Aumenta a area de hemicelulose

supercritico

superficie acessivel

Sem formacdo de inibidores

Necessita de pressao muito
elevada

Oxidagao humida

Remove lignina

Baixa formagdo de inibidores

Alto custo devido ao
oxigénio e catalisadores
alcalinos necessarios

2.3.2.2 Condicdes experimentais aplicadas no pré-tratamento descritas na literatura

Na Tabela 4 estdo compilados diversos estudos feitos alusivos a tematica do pré-
tratamento da biomassa com dacido diluido para a producdo de bioetanol. Na Tabela 4
encontram-se as condicGes aplicadas nesses estudos durante o pré-tratamento,
incluindo o tipo de biomassa utilizada, a temperatura, o tempo de reacdo, o acido
utilizado e a sua concentracgdo e a razao soélido/liquido.

O 4cido mais comumente utilizado no pré-tratamento é o acido sulfurico diluido,
aplicado normalmente a altas temperaturas (120-160 °C) durantes periodos de tempo
na ordem dos 20 a 60 minutos. Para condi¢cdes de temperatura mais baixas, é necessario
aumentar significativamente o tempo de reacao.

Francisco José Alves de Almeida
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Tabela 4-Condi¢bes experimentais aplicadas no pré-tratamento de diferentes biomassas para a produgao de

bioetanol

Condigées aplicadas

A . . Tempo o Proporgao s a .
Referéncia Iz'::"n: :Zsaa T(°C) dereagdo Acido utilizado Co:;e;'l:ir:gao solido: Eficiéncia
(minutos) liquido
Palha de 10% (w/v) 24 g/L de etanol
[42] milho 121 60 H2S04 2% (w/v) carga de (apds fermentacao
solidos com leveduras)
58 g/L de etanol
[43] Palf_\a de 160 20 2S04 0,5% (w/v) i (apds sacarific?géo
milho e fermentagdo
simultaneas)
Maiores
rendimentos de
Palha de glicose comparado
[44] milho 160 20 H2S04 0,5% (w/v) 1:9 a pré-tratamentos
com liquidos
idnicos e ammonia
fiber expansion
Palha de Conversao glicose
[45] milho 135 160 H2S04 1,75% (w/v) 1:10 de 72.86% a
76.69%
Palha de 41.41 mg/g apos
[14] milho 40 60 H3POx 85% (w/v) 1:12,5 hidrdlise enzimdtica
Cana-de- 309,75 mg/g de
[46] aclicar 60 60 H2S04 1% (w/w) 1:10 acucares depois da
hidrdlise enzimatica
10% (w/v) .
CH3COOH/H20; Rendimento de
[47] Bambu 85 120 111 30% v/v carg.a de etanol de 83,1%
sélidos
Aumentou a
Dreche quantidade de
cervejeira acucares
[48] (Brewers' 90 240 H2S04 1% (v/v) 1:8 comparativamente
Spent a uma hidrélise
Grain) sem pré-
tratamento prévio
10% (w/v)
[49] Palhade 5, 40 H2SO4 10% (/)  cargade  emoveulS%da
milho -~ lignina
sélidos
7,55 g / Lde etanol
Caule de 10% (w/v) e um rendimento
[50] mandioca 177 10 HCI 0,14 M carga de de fermentacao
sélido (com leveduras)
tedrico de 89,6%
Caule de ] C2H204 1.889 g/L de glicose
[51] mandioca 121 27 Acido oxalico 2,97 % (w/v) 1:10 apds preé-
tratamento
Rendimento de
Palha de 77,8% xilose e de
[30] milho 151,9 2,5 HNOs 0,68 % 1:10 57,1% glicose apos

hidrdlise
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2.3.2.3 Hidrdlise

A proxima etapa é a hidrdlise, na qual os hidratos de carbono poliméricos sao
convertidos em mondmeros de aclcar. O processo de hidrélise é necessdrio, uma vez
que os microrganismos (que sdao empregues no processo seguinte de fermentacao) s6
sao capazes de digerir a forma de aglcar mais simples derivada dos hidratos de carbono
complexos da biomassa. Geralmente, um de dois métodos é empregue para o processo
de hidrdlise. Um método é a aplica¢do de acido como catalisador e outro utiliza enzimas
(8], [33], [38].

Na hidrodlise catalisada por acido, este podendo ser diluido ou concentrado; ocorre
principalmente a altas temperaturas (entre 100 e 240 °C) e com alta probabilidade de
formacao de inibidores devido a esta elevada temperatura e as condi¢des acidas. O
beneficio de utilizar acidos como catalisadores é que eles conseguem perfurar a lignina
sem qualquer pré-tratamento prévio da biomassa, convertendo a celulose e a
hemicelulose em agucares fermentaveis [8], [38].

A hidrdlise enzimatica pode operar em condicdes mais moderadas que a acida, a
temperaturas de 40 a 60 °C e com pH a rondar os valores 4,8-6,0. Esta apresenta uma
alta recuperacdo de agulcar sem formacao de inibidor. Existem varios fatores como
temperatura, pH, carga enzimdtica e tempo que afetam a produtividade das enzimas. A
hidrélise enzimatica é considerada mais vantajosa pois exige menos energia operacional
por ser processada em condi¢cdes mais amenas. Os dois métodos também podem ser
aplicados em sequéncia, desde que o pH seja ajustado para as condicdes preferidas das
enzimas depois da hidrodlise acida [39], [52].

A celulose, o componente da biomassa lignoceluldsica mais importante para a produc¢ao
do bioetanol, é formada por cadeias de glicose que sdo conectadas por ligacdes B-1,4.
Na natureza, a celulose possui um certo grau de cristalinidade devido as ligacdes de
hidrogénio ao longo das cadeias. A zona amorfa na celulose é mais facil de ser degradada
do que a area cristalina rigida. Portanto, é necessario um método de pré-tratamento, a
fim de reduzir a cristalinidade da biomassa. As celulases sdo o grupo de enzimas usadas
para degradar a celulose [33], [38], [52].

Existem trés classes de celulases que atuam sinergicamente na hidrdlise da celulose:
endoglucanases, exoglucanases e B-glucosidases. As endoglucanases atacam as regides
amorfas da celulose clivando as ligacdes B-1,4-glucosidicas internas e fornecendo
extremidades na cadeia para as exoglucanases poderem atuar (Figura 9). As
exoglucanases atuam nas extremidades redutoras e ndo redutoras das cadeias de
celulose, libertando celobiose soluvel (Figura 10). Finalmente, as B-glicosidases
hidrolisam a celobiose soluvel em glicose (Figura 11) [52].

OTIMIZAGAO DA PRODUGAO DE BIOETANOL A PARTIR DE PALHA DE MILHO
CULTIVADO PARA FITORREMEDIAGAO DE SOLOS CONTAMINADOS COM
METAIS PESADOS



REVISAO BIBILOGRAFICA 23

+ nHz0

cellulose
{lang chain)

R s wo 04 HO OH
n a cellodextrin (shorter chain)

Figura 9-Hidrdlise da celulose por uma endoglucanase, resultando numa cadeia mais curta de
celulose (celodextrina)
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Figura 10-Reac¢do da celodextrina hidrolisada por exoglucanase, produzindo celobiose
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Figura 11-Reagdo da celobiose com uma molécula de dgua resultando em 2 unidades de glicose, sendo a
reacdo catalisada pela B-glucosidase
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Ao contrario da celulose, a hemicelulose é normalmente mais facil de hidrolisar devido
a sua estrutura mais amorfa. O xilano, sendo um dos principais componentes da
hemicelulose, é um polissacarideo onde a xilose é a unidade singular. Para degradar a
cadeia principal do xilano, sdo utilizadas endo-B-1,4-xilanase e B-xilosidase [33].

2.3.2.4 Condicdes experimentais aplicadas na hidrdlise descritas na literatura

Na

Tabela 5 estdo compilados diversos estudos relacionados com a hidrdlise enzimatica.
Nesta

Tabela 5 encontram-se as condi¢des aplicadas nesses estudos na realizagdo de uma
hidrdlise enzimatica para producdo de acucares, incluindo o tipo de biomassa utilizada,
a temperatura, o tempo de reacdo, a agitacdo, o pH da mistura, a enzima utilizada e a
sua quantidade/concentracgdo e a proporgao sdélido/liquido.

Tabela 5-CondigBes experimentais aplicadas na hidrdlise enzimatica de diferentes biomassas para a producgdo de

bioetanol

Condigdes aplicadas

Tempo
Referéncia Biomassa . de Agitagdo Enzima Quantidade/concentragdo Proporgio Eficiéncia
- T(°C) . pH . . L
utilizada reagdo (rpm) utilizada solido/liquido
(horas)
Pétalas de 5 Accellerase
[53] 30 120 120 (adicdo de acido 1:5 40,8 g/L de glicose
rosa . 1500
sulfurico)
4,8 Glicose - 45 g/L
[54] Palf.la de 50 24 150 (solugdo tampdo  Hemicelulase e 15 FPU/g matéria seca 1:50 Xllos.e - 40 g/L(em 24’h
milho de acetato de celulase de hidrdlise e com pré-
sédio) tratamento prévio)
Etanol apds
4,8 fermentagdo - 10 g/L
[55] Palf.la de 50 72 150 (solugdo tampado Celulase 20 FPU/g glucano 1:20 (hldr?llse de 72 horas e
milho de acetato de pré-tratamento de
sédio) Ureia/KOH e adigdo de
Tween-80)
4,8 Etanol apds
(solugdo tampdo fermentacdo—7,2 g/L
[56] Palf.la de 50 72 140 de acetato de Accellerase 1:16,6 (72 h de hidrolise e pré-
milho - 1500 o
sédio ou acetato tratamento de 6xido de
de magnésio) magnésio e hidrdlise)
Celulase - 10 FPU/g matéria
Bagaco de 438 Celulase seca
3 3 ’ H - 1 20 0, 1 0,
57] cana-de- 50 120 150 (solugdo tampdo hemicelulase e Hemlcelul'a§e 50 U/g %, 5%, 10%, )
acdcar de acetato de celobiase matéria seca 15% e 20%
¢ sodio) Celobiase - 60 mg/g matéria
seca
41,2 g/L de glicose
438 (ap6s 96 h de hidrélise
3 3 ic®
[58] Palha de 50 96 150 (solugdo tamp&o  Celulase (Cellic 15 FPU/g celulose 5% e um pré-tratamento
milho de acetato de CTec3) o
. com Acido p-
sodio) e
toluenossulfénico)
[59] Bagaco de 50 72 - 4,8 Celulase 120 FPU/g substrato 20% 155 g/L de agucares
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maga (tampdo) (CellicCTec2)

2.3.2.5 Fermentacado

A fermentacdo é o processo biolégico no qual microrganismos, particularmente
leveduras e bactérias, convertem aclUcares monoméricos em etanol ou &acidos. O
hidrolisado dos processos anteriores é misturado com um agente de fermentacdo
especifico de acordo com a adequacao para digerir os respetivos compostos de agucar
formados [33], [38].

A conversdao de aclcares tipo hexoses simples, como a glicose e a manose, por
fermentacdo alcodlica ocorre anaerobiamente segundo a seguinte equacgao (1) [60]:

C¢Hq,04 (Hexoses) —— > 2C,H;OH (Etanol) + 2C0, (D

Microrganismos

Uma equacdo semelhante ocorre para a conversdo anaerdbia de pentoses, como a
xilose, em etanol, como se pode observar na equacdo (2) [60]:

3CsH,(05 (Pentoses) —— 5C,H;OH (Etanol) + 5C0, (2)

Microrganismos

Se todo o agucar for convertido em etanol, de acordo com as equacdes (1) e (2), o
rendimento tedrico maximo de etanol serd de 0,51 g por 1 g de acUcares consumidos,
significando que por cada 1,0 g de hexose ou pentose podem ser produzidos 0,51 g de
etanol. No entanto, o rendimento do etanol obtido na fermentacdo geralmente nao
excede os 90-95% do rendimento tedrico, uma vez que parte dos aglcares é convertida
em biomassa para os microrganismos e outros subprodutos, como glicerol e acido
acético [60].

A bactéria de fermentacdo mais conhecida, Zymomonas mobilis, converte glicose,
sacarose e frutose em etanol. De forma semelhante, a Saccharomyces cerevisiae é a
levedura mais utilizada, sendo esta capaz de consumir aglcares hexose naturalmente.
Embora estes sejam os microrganismos mais comumente empregados, tanto Z. mobilis
como S. cerevisiae sao incapazes de fermentar os aclcares pentose. Candida shehatae,
Pichia stipitis e Pachysolen tannophilus s3ao reconhecidas pela sua capacidade de
converter aclcares pentose em etanol, podendo ser aplicados em conjunto com os
outros microrganismos ja referidos. No entanto, estes microrganismos (leveduras)
resultam numa baixa eficiéncia, necessitam de um manuseio cuidadoso e sdo
vulneraveis a ambientes acidos e com etanol em altas concentracdes [33], [61], [62].

Estas limitacdes das bactérias e leveduras s3ao alvo de pesquisa de muitos
investigadores, que tentam modificar o comportamento e a funcdo genética dos
mesmos. Por meio da bioengenharia genética dos microrganismos assegura-se uma

melhor qualidade do produto final, pois é possivel modificar uma estirpe de um dos
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microrganismos para esta fermentar mais que um tipo de agucar e até mesmo ser mais
eficiente na fermentagdao [33]. Estudos nesta drea apontam resultados positivos e
promissores, como é o caso dos estudos de Kuyper et al. [63], que utilizaram estirpes de
S. cerevisiae modificadas capazes de fermentar hexoses e pentoses, Davis et al. [64], que
usaram uma estirpe de Z. mobilis capaz de fermentar hexoses e pentoses, e Nichols et
al. [65], que comparam uma estirpe normal de S. cerevisiae com uma modificada e
obtiveram melhor produgao de etanol na estirpe modificada.

Existem alternativas na producdao de etanol que incluem hidrélise e fermentagao
separadas (SHF) e sacarificacdo e fermentacdo simultaneas (SSF). O método SHF separa
os processos de hidrdlise e fermentagdao com o objetivo de aproveitar ao maximo cada
um dos processos. A principal desvantagem desse processo é a inibicdo provocada pela
alta concentracdo de acucares durante a hidrélise, o que reduz a taxa de hidrdlise e
proporciona uma producao de etanol menor e mais lenta [66].

Ao contrario do SHF, o método SSF permite que as enzimas realizem a hidrélise para
libertar os acucares e estes serem fermentados imediatamente em etanol sem qualquer
processo de separagdo entre eles. Este processo apresenta a vantagem de que as
inibicdes da hidrdlise sdo resolvidas pelo processo de fermentacdo, uma vez que os
acucares formados serdo convertidos logo em etanol, portanto ndo existira grande
concentracdo de acglcares para inibir a hidrélise. Outros beneficios do método SSF sdo a
menor quantidade de enzimas necessdrias e o periodo de produg¢do é mais rapido, uma
vez que os processos de hidrélise e fermentacdo dos aclcares sdo iniciados
simultaneamente. No entanto neste processo é por vezes complicado encontrar as
condicbes experimentais adequadas tanto para as enzimas como para oS
microrganismos [33], [67].

2.3.2.6 Destilacdo

A solucdo de etanol resultante do processo de fermentagdo precisa de ser
posteriormente processada para remover o conteudo de dgua, para se obter um etanol
de alta pureza, também chamado de etanol anidro. Isto porque o dalcool sé pode ser
misturado com a gasolina se o teor de 4gua for inferior a 1% (v/v). O etanol anidro
contém um minimo de 99,5% (v/v) de etanol, com o teor de dgua ndo podendo ser
superior a 0,5% (v/v) [33], [68].

Antes de se proceder a remocao da dgua da mistura é necessario separar os residuos
sélidos dos processos anteriores da fase liquida. Isto pode ser alcancado com uma
decantacdo e/ou centrifugacdo da mistura. Em geral, a remocdo do teor de agua é feita
pelo principio da destilacao, que é a diferenca dos pontos de ebulicdo das misturas numa
solucdo. Quando a mistura é aquecida ao ponto de ebulicdo do etanol (78,2 ° C), o etanol
da mistura serd vaporizado e separado do outro componente (agua). No entanto a
destilagdo s6 permite obter um etanol com cerca de 92-95% (v/v) sendo necessario
outros processos para se obter uma mistura mais pura. Alguns exemplos destes
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processos sao a separa¢dao por membranas, desidratacdo quimica, destilagdo
azeotropica, destilagdo extrativa, adsorgao e destilacdo por difusdo [33], [68].

2.4 Contributo da dissertacao

Neste trabalho pretende-se valorizar a biomassa resultante da fitorremedia¢do de um
solo contaminado com metais pesados através da produgdo de bioetanol, avaliando as
etapas decorrentes desta producdo, em particular o pré-tratamento da biomassa e a
hidrélise enzimatica.

Para a etapa do pré-tratamento, foi estudada e otimizada a aplicagdo de um 4acido
diluido para o tratamento da biomassa lignoceluldsica previamente triturada. O acido
utilizado neste trabalho foi o acido cloridrico, um dos quatro dcidos mais estudados na
literatura juntamente com o acido nitrico, fosférico e sulfurico, sendo este ultimo o mais
utilizado [8], [33]. Em comparag¢do com o acido sulfurico diluido, alguns estudos indicam
que é necessdrio uma temperatura menos elevada quando se utiliza acido cloridrico
diluido, o que leva a custos de energia menores e também menor erosdo dos
equipamentos [69], [70]. Foi utilizada uma gama de temperatura mais baixa do que a
habitualmente apresentada na literatura, na tentativa de diminuir a formacao de
subprodutos que podem inibir a hidrélise, como furfural e 5-(hidroximetil)furfural [71].

Para a hidrdlise da biomassa ja tratada foram usadas enzimas Accelerase, enzimas
desenvolvidas especificamente para reduzir a biomassa lignocelulésica em agucares
fermentdveis. Quando comparado com a hidrdlise acida, a hidrdlise enzimatica opera
em condicdes mais moderadas de temperatura e pH, o que permite baixar os custos, e
gerar menor formacado de inibidores para a fermentacao [39], [52].

Duas dissertacdes de mestrado anteriormente realizadas, por Santos [72] e Reis [73],
também estudaram a producdo de bioetanol a partir da palha de milho contaminada
por metais pesados, provenientes dos mesmo solos. Nesses dois estudos foi produzido
bioetanol com resultados positivos, tendo no segundo estudo também sido feita uma
otimizacdo da etapa de hidrélise enzimatica. No estudo de Santos [72], o pré-tratamento
foi realizado usando acido cloridrico ou acido nitrico diluidos e na hidrdlise enzimatica
foi usada um cocktail enzimatico Accellerase ou Ultraflo. No estudo de Reis [73], foram
usados no pré-tratamento dois acidos diluidos, acido cloridrico e nitrico, e para a
hidrdlise enzimatica o cocktail de enzimas Ultraflo da Novozymes.

No presente estudo procurou-se as melhores condi¢des experimentais para se realizar
0 pré-tratamento acido e hidrdlise enzimatica, de forma a maximizar a producdo de
acucares, de modo a maximizar uma futura producdao de bioetanol. Os resultados
obtidos neste estudo sdo comparados com os resultados de estudos anteriormente
realizados.
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DESCRICAO TECNICA

3 DESCRICAO TECNICA

Neste capitulo sdo apresentados as metodologias e os procedimentos utilizados na
caracterizacdo da biomassa e nas etapas realizadas da producdo de bioetanol, mais
concretamente o pré-tratamento e a hidrdlise.

3.1 Caraterizacao da Biomassa

A biomassa utilizada neste trabalho é proveniente dos residuos de fitorremediacdo (com
Zea mays) dos solos contaminados com metais pesados das minas de Panasqueira e de
Estarreja, bem como de um solo ndo contaminado, na sequéncia do trabalho de
investigacdo da Doutora Ana G. Marques, no ambito do projeto PhytoEnergy.

3.1.1 Teor de humidade

Este procedimento é baseado na norma ISO 18134-3:2015. Uma amostra da biomassa
foi seca a uma temperatura de 105 °C numa estufa (Binder ED-53). até que uma massa
constante foi alcancada. O teor de humidade (Mad4) em percentagem foi calculado a
partir da diferenca de massa provocada por esta secagem, conforme a equacao (3):

Mo (%) = % x 100 (3)

my- massa do cadinho vazio, em g;

mz- massa do cadinho com a amostra antes de secar, em g;

msz-massa do cadinho com a amostra depois de secar, em g.
3.1.2 Teor de cinzas

O teor de cinzas foi determinado usando o método descrito na norma EN 14775:2009.
Uma amostra de biomassa previamente pesada foi submetida a uma temperatura
controlada de 550 °C numa mufla (Nabertherm B150) até a massa permanecer
constante. A equacao (4) foi usada para calcular o teor de cinzas (Ag) em percentagem:

Ag(%) = 67 o 100 x —20 (4)

(mg—my) 100—Mgq4
mg4- massa do cadinho vazio, em g;
ms- massa do cadinho com a amostra antes de ir a mufla, em g;

mes- massa do cadinho com a amostra depois de ir a mufla, em g.
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3.1.3 Teor de celulose

O teor de celulose foi determinado segundo a norma NP ISO 6865:2009. O procedimento
consistiu em tratar uma amostra da biomassa, previamente seca numa estufa a 105 °C
e pesada, com acido cloridrico, filtrando-se a vdcuo posteriormente. Seguidamente foi
aplicado acido sulfurico a amostra ja filtrada e levou-se a solugao a ebulicdo durante 30
minutos. Voltou-se novamente a filtrar a vdcuo a amostra e, de seguida, sujeitou-se a
mais uma solucdo, desta vez de hidréxido de potdssio, levando a ebulicdo durante 30
minutos. Finalmente lavou-se o residuo com acetona e voltou-se a filtrar a vacuo. O
residuo obtido foi seco numa estufa (Binder ED-53) a 105 °C e incinerado numa mufla
(Nabertherm B150) a 500 °C, registando a massa do residuo apds cada uma destas
temperaturas. O teor de celulose (C) foi calculado a partir da equacao (5):

C (%) ="2""%100 (5)
ms
me- massa do cadinho com a amostra apés 105 °C, em g;
mm - massa do cadinho com a amostra apds 500 °C, em g;

ms- massa seca da amostra inicial, em g.
3.1.4 Teor de lignina

Para determinar o teor de lignina insoluvel, uma amostra da biomassa, previamente
seca numa estufa (Binder ED-53) a 105 °C e pesada, foi dissolvida usando acido sulfurico
concentrado durante varias horas. Depois disso a lignina insoltvel em 4acido é filtrada,
seca numa estufa a 105 °C e pesada, conforme indicado na norma TAPPI T 222 om-02.

A lignina soluvel em acido foi determinada usando a amostra solubilizada no acido do
processo anterior apods se filtrar a lignina insoluvel, com base no método exposto na
norma NREL LAP-004CS. Através de um método espectrofotométrico, usando o
espectrofotémetro Shimadzu UV-160A, usando um comprimento de onda de 205 nm,
calculou-se a massa da lignina soltvel (LS), em g, com a equacdo (6):

LS = ==X df X Vp X —— (6)
A - absorbancia a 205 nm
b - comprimento da célula (=1 cm)
a - absortividade (= 55 L/g.cm, para a palha de milho neste comprimento de onda)
df- fator de diluicdo

Vr- volume do filtrado, em mL

Para determinar o teor de lignina total (LT), em percentagem, em base seca da biomassa
usou-se a equacao (7):
LI+LS

mg

LT(%) = x100  (7)

LI—massa de lignina insoluvel, em g;
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ms— massa seca da amostra inicial, em g.

3.2 Pré-tratamento

Como foi referido anteriormente, o pré-tratamento tem como principal vantagem
qguebrar as ligacdes entre a lignina e a celulose e hemicelulose, aumentando deste modo
a acessibilidade das enzimas no processo da hidrdlise enzimatica. Para tal efeito, no
tratamento da biomassa foi aplicado acido cloridrico diluido.

Nesta etapa pesou-se 3,3 g da palha de milho e adicionou-se 50 mL do acido diluido,
(correspondendo a uma proporg¢do de 1:15 de sélido:liquido), num frasco de 100 mL.
Apds a mistura do acido com a palha, a solucdo foi colocada num banho termostatico
(Selecta P unitronic-or c) a temperatura pretendida e agitacdo de 80 rpm, durante um
tempo predeterminado. Esta solucdo foi depois filtrada a vacuo e o liquido armazenado,
para posterior analise em HPLC (Shimadzu LC-40 XR).

De forma a otimizar este processo, a gama de valores a usar para as condicdes
experimentais da temperatura do banho, concentracdo do d4cido e tempo estdo
definidos no planeamento presente no subcapitulo 3.4 deste trabalho.

3.3 Hidrdlise enzimatica

Na hidrélise enzimatica utilizou-se uma mistura de enzimas, a Accellerase 1000
(Danisco), que contém celulase de fungos e beta-glucosidase. De maneira a
proporcionar um ambiente propicio a atuacdo destas enzimas, o pH tem que ser
ajustado apds o pré-tratamento para o intervalo de 4,8 a 5,2.

Antes da hidrdlise enzimatica, realizou-se o pré-tratamento nas condigdes operacionais
consideradas otimizadas pelo plano efetuado. Apds o pré-tratamento, o pH da cada
amostra pré tratada foi ajustado para 5 com a adi¢ao de hidréxido de sédio. Um volume
especifico de enzima foi adicionado a cada frasco com uma micropipeta e as amostras
foram colocadas num banho termostatico (Selecta P unitronic-or c¢) durante um
determinado periodo de tempo, com agitacdo de 80 rpm, conforme as condi¢des
definidas no planeamento descrito no subcapitulo 3.4 deste trabalho. As solucdes
hidrolisadas foram filtradas a vacuo e armazenadas para posterior analise em HPLC
(Shimadzu LC-40 XR).

3.4 Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)

De forma a otimizar as condicdes de operacdo das etapas de pré-tratamento acido e
hidrdlise enzimdtica, foi usada a metodologia de Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR) usando o software Design-Expert (Versdo V13.0.1.0, Stat-Ease, Inc.,
EUA). Neste método foram usados trés pontos centrais e estudadas 3 varidveis
independentes, a saber: para o pré-tratamento acido, a temperatura do banho (T), o
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tempo de reacdo (t) e a concentracdo do acido (CA); e para a hidrdlise enzimatica, a
temperatura do banho (T), o tempo de reac¢do (t) e a quantidade de enzima (E). A
resposta analisada em ambos os casos foi a soma dos acgucares (SA) obtidos, apds leitura
no HPLC.

Nas Tabela 6 e Tabela 7 estdo representados os valores atribuidos a cada um dos niveis
codificados do DCCR, para cada uma das varidveis do pré-tratamento e da hidrdlise,
respetivamente. Os niveis a e -a, que representam os pontos axiais, sdo iguais a 1,68 e
a -1,68, respetivamente.

Tabela 6-Valores atribuidos as varidveis para o estudo do pré-tratamento

Variavel -a -1 0 1 o
T(°C) 53,2 60 70 80 86,8
Tempo de

reagdo 0,6 2 4 6 7,4
(horas)

Concentragéo

do dcido (% 08 15 2,5 3,5 4,2
v/v)

Tabela 7-Valores atribuidos as varidveis para o estudo da hidrdlise

Variavel -a -1 0 1 a

T(°C) 23,2 30 40 50 56,8

Tempo de
reagdo 15,8 24 36 48 56,2
(horas)

Quantidade
deenzima 0,32 1 2 3 3,68
(mL)

Na Tabela 8 estd representado o planeamento, criado no software Design-Expert, com
as condigdes experimentais para cada ensaio, tanto para o pré-tratamento, como para
a hidrdlise.
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Tabela 8-CondigGes experimentais para cada ensaio

NIVEL PRE-TRATAMENTO HIDROLISE
ENSAIO T t CA/E | T(°C) t(horas) A% | ¢ (°C) t E
v/v) (horas)  (mL)
1 -1 -1 -1 60,0 2,0 1,5 30 24 1
2 -l -l 1 60,0 2,0 3,5 30 24 3
3 -1 1 -1 60,0 6,0 1,5 30 48 1
4 -1 1 1 60,0 6,0 3,5 30 48 3
5 1 -1 -1 80,0 2,0 1,5 50 24 1
6 1 -1 1 80,0 2,0 3,5 50 24 3
7 1 1 -1 80,0 6,0 1,5 50 48 1
8 1 1 1 80,0 6,0 3,5 50 48 3
9 -1,68 0 0 53,2 4,0 2,5 23,2 48 2
10 1,68 0 0 86,8 4,0 2,5 56,8 48 2
11 0 -1,68 0 70,0 0,6 2,5 40 15,8 2
12 0 1,68 0 70,0 7,4 2,5 40 56,2 2
13 0 0 -1,68 | 70,0 4,0 0,8 40 36 0,32
14 0 0 1,68 | 70,0 4,0 4,2 40 36 3,68
15 0 0 0 70,0 4,0 2,5 40 36 2
16 0 0 0 70,0 4,0 2,5 40 36 2
17 0 0 0 70,0 4,0 2,5 40 36 2

Foram realizados ensaios para as trés biomassas (Estarreja, Panasqueira e controlo) de
igual forma durante a otimizacdo do pré-tratamento, perfazendo no total 51 ensaios.
Para a hidrélise sé se efetuaram os ensaios para as biomassas de Panasqueira e de
controlo, devido a restricdes de tempo. Ao todo foram executados 34 ensaios para a
otimizacao da hidrdlise.

Foi efetuada uma analise de variancia (ANOVA), para um modelo quadratico. Um
intervalo de confianca de 95% foi definido para a otimizacdo dos dois processos.

3.5 AQuantificacao de agucares por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC)

De forma a avaliar o desempenho das etapas de pré-tratamento e hidrdlise, foram
retiradas e armazenadas amostras para andlise dos agucares presentes no final destas
etapas. Para esta analise recorreu-se a quantificacdo por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), utilizando o cromatdgrafo Shimadzu LC-40 XR, equipado com detetor
de indice de refracdo, Shimadzu RID-20A. Todas as amostras foram centrifugadas
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previamente a leitura no cromatdgrafo, de modo a prevenir a entrada de componentes

sélidos para a coluna deste aparelho.

Para este método injetou-se 20 uL de amostra no injetor do aparelho e utilizou-se acido
sulfurico a 5 mmol/L, com caudal de 0,6 mL/min, como solvente liquido, utilizado para
transportar os constituintes da amostra pela coluna do cromatdégrafo (Shimadzu TO-
40S), aquecida até aos 45 °C. Os compostos presentes nas amostras foram identificados
através do seu tempo de retencdo, tempos determinados previamente pelo Doutor
Wilson Junior e listados na Tabela 9. As correspondentes concentragdes foram
determinadas por um método também desenvolvido pelo Doutor Wilson Junior no
programa LabSolutions, que através da drea do pico correspondente a cada composto
determinou automaticamente a concentragdo. Cada leitura durava 25 minutos.

Tabela 9-Tempos de reten¢do para os compostos encontrados no pré-tratamento e hidrélise enzimatica

COMPOSTO TEMPO DE RETENCAO (MIN)
Celobiose 7,6
Glicose 9,2-9,3
Xilose 10
Arabinose 10,8 -11
Acido acético 15
Etanol 22
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caraterizacdo da biomassa

Na Tabela 10 estdo expostos os resultados da caracterizacdo, com o respetivo desvio
padrdo, das biomassas dos solos de controlo, Panasqueira e Estarreja. Estdao também os
resultados do estudo de Reis [73], que também fez uma caracterizacdo das mesmas
biomassas usadas no presente estudo, e dos estudos de Templeton [25] e Philip Ye [27],
referidos anteriormente no subcapitulo 2.2.1, que analisaram outras amostras de palha
de milho. Os resultados do teor de humidade e teor de cinzas deste estudo foram
obtidos pela média de trés réplicas enquanto os resultados da celulose e da lignina total
foram obtidos pela média de duas réplicas. Todos os parametros foram calculados em
base seca, exceto o teor de humidade.

Tabela 10-Resultados da caracterizagdo da biomassa e comparagdo com a literatura

. Este estudo Estudo de Reis [73] Estudo de Estudo de
Parametro .
o Templeton et | Philip Ye et
(%m/m) : . , : al. [25] al. [27]
Controlo | Panasqueira | Estarreja | Controlo | Panasqueira | Estarreja . .
Humidade | 10,6 (0,2) 11,5(0,1) 8,8(0,1) 10,7 8,8 5,5 - -
Cinzas 12,9 (0,4) 8,2(0,2) 23,7 (0,5) 13,9 9,0 21,8 3,9 4,5
Celulose 26,2 (2,0) 31,8(1,3) |25,0(1,7) 27,1 32,5 24,0 31,9 (2,0) 33,2 (1,7)
Lignina total | 20,6 (1,7) 20,3(1,5) 21,9(2,1) 20,9 18,6 23,6 13,3(1,1) 22,1 (2,3)

Comparando os resultados obtidos nestes trabalhos, o teor de humidade, é maior na
palha proveniente dos solos de Panasqueira (11,5%) e menor na palha de Estarreja
(8,8%). Comparativamente a analise feita no estudo de Reis [73], a biomassa apresenta
atualmente um maior teor de humidade nas biomassas de Estarreja (5,5% para 8,8%,
um aumento relativo de 60%) e Panasqueira (8,8% para 11,5%, um aumento relativo de
30,7%) do que quando foi feito esse estudo, possivelmente provocado por diferentes
condic6es de humidade no ar. Este aumento ndo altera os restantes resultados dos
outros parametros visto que os outros parametros foram determinados em base seca,
ou seja, sem humidade, pelo que se pode constatar que os valores para os restantes
parametros sdo bastante similares entre os dois estudos e que as diferencas
encontradas podem ser devidas a pequenos erros experimentais ou ao uso de diferentes
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metodologias de caracterizacdo, ou mesmo a pequenas diferencas intrinsecas as
amostras analisadas.

O teor de cinzas apresentado pelas trés biomassas analisadas foi superior ao encontrado
na literatura, algo que seria esperado pelo menos para as biomassas de Panasqueira e
Estarreja visto que estas sdao provenientes de culturas de milho usadas em
fitorremediagao de solos contaminados com metais pesados, onde o milho extrai os
contaminantes do solo pelas raizes e acumula-os nas restantes partes da planta como
as folhas e o caule, como ja foi mencionado no capitulo 2.1 deste trabalho [17]. Acresce
ainda que em estudos anteriores foi demonstrado que a composicdo pode ser afetada
pela tipologia de solo usado no cultivo ou até por pequenas alteracdes na estirpe de
planta usada [25].

A palha de Estarreja apresenta um conteddo de cinzas (23,7%) superior ao de
Panasqueira (8,2%). Isto releva que existe uma maior acumulacdo de material inorganico
nas culturas de Estarreja, o que pode indicar que existe maior contaminag¢ao nestes solos
ou que embora a contaminacdo nos dois solos seja similar, as culturas aplicadas em
Estarreja estdo a desempenhar melhor o papel na fitorremediacdo dos solos. Seria
necessario efetuar-se uma anadlise exaustiva a composi¢do dos dois solos para identificar
a causa desta diferenca.

Os valores do teor de celulose nas biomassas de controlo (26,2%) e Estarreja (25,0%)
sdo inferiores ao descrito na literatura. A palha de Panasqueira (31,8%), embora
também apresente valores inferiores aos da literatura, apresenta valores superiores as
outras palhas e mais préoximos dos valores descritos nos artigos mencionados [25], [27].
Conhecidos estes dados, pode-se supor que a palha de Panasqueira apresenta uma
composi¢ao mais promissora para a obtengao de agucares, visto que é a que apresenta
a maior quantidade de celulose, convertivel em glicose.

O teor de lignina total encontra-se préximo da gama esperada para a palha de milho,
embora seja mais elevado do que descrito na literatura. A biomassa com valores mais
elevados é a de Estarreja (21,9%), o que pode indicar uma maior dificuldade no acesso
a celulose e hemicelulose por parte das enzimas. De maneira oposta, os valores de
lignina para a palha de Panasqueira (20,3%) sdo os mais baixos, o que pode vir a
favorecer a hidrdlise. Feita toda esta andlise, a palha de Panasqueira apresenta as
caracteristicas mais favoraveis para a hidrélise e, assim, produzir mais agucares.

4.2 Pré-tratamento acido

Conforme referido anteriormente, o pré-tratamento com 4dacido diluido tem como
principais fungdes tornar a celulose mais suscetivel a um tratamento enzimatico
posterior e hidrolisar as hemiceluloses.

De forma a otimizar as condicGes aplicadas no pré-tratamento acido, procedeu-se a
avaliacdo da concentracdo de acgucares redutores por leitura em HPLC, conforme
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descrito no capitulo anterior. As somas das concentracdes dos acuUcares das trés
biomassas analisadas encontram-se na Tabela 11.

Tabela 11-Soma das concentrages dos aglcares presentes nos ensaios para as trés biomassas estudadas

Condicbes experimentais Soma das concentragdes dos acucares
Ensaio T(°C) t (horas) CVA/\(/()% Controlo (g/L) Es;czga/r[?ja Panz(a;;ql-l;eira
1 60,0 2,0 1,5 5,325 4,759 3,763
2 60,0 2,0 3,5 5,910 4,449 4,437
3 60,0 6,0 1,5 5,976 4,651 4,544
4 60,0 6,0 3,5 6,452 4,574 4,471
5 80,0 2,0 1,5 9,190 5,182 4,539
6 80,0 2,0 3,5 9,690 5,335 5,517
7 80,0 6,0 1,5 13,295 5,638 5,771
8 80,0 6,0 3,5 14,472 8,568 9,865
9 53,2 4,0 2,5 4,834 4,626 5,069
10 86,8 4,0 2,5 9,851 7,251 9,522
11 70,0 0,6 2,5 3,826 4,276 5,232
12 70,0 7,4 2,5 7,778 4,892 5,532
13 70,0 4,0 0,8 5,522 4,594 4,148
14 70,0 4,0 4,2 8,803 4,958 6,125
15 70,0 4,0 2,5 8,329 3,105 5,220
16 70,0 4,0 2,5 8,250 4,784 4,129
17 70,0 4,0 2,5 8,188 4,273 5,394

Procedendo a andlise dos valores da Tabela 11, é possivel averiguar que nas trés
biomassas o ensaio que levou a maior concentracao de aculcares foi o ensaio 8, tendo a
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biomassa do solo de controlo gerado a maior quantidade de agucares, com 14,472 g/L,
e a palha de Estarreja a menor quantidade, sendo 8,568 g/L. Estes dados apontam para
uma maior quantidade de hemicelulose na palha do solo de controlo do que nas
restantes, visto que no pré-tratamento com acido diluido da-se predominantemente a
hidrélise das hemiceluloses. Como nao foi feita a caracterizagao as hemiceluloses ndo é
possivel comprovar esta assuncao.

As concentracdes de todos os compostos analisados encontram-se no Anexo 1, na
Tabela 15. De notar que estas tabelas ndo contam com a concentragao da celobiose pois
existiu uma interferéncia na leitura do cromatograma. Um composto com tempo de
retencdo muito préximo da celobiose impossibilitou a leitura da drea deste composto
no cromatograma, como se pode ver na figura Figura 22 do Anexo 2. Esse composto foi
posteriormente identificado como sendo o dacido cloridrico, o dcido usado no pré-
tratamento. Visto que a drea deste composto no cromatograma aparenta ser reduzida,
comparativamente a dos outros acglicares como a glicose e xilose, a concentragdo deste
acucar nado foi determinada.

Na Tabela 15Erro! A origem da referéncia nao foi encontrada. do Anexo 1, pode-se
observar que existe a formacao de acido acético, conhecido inibidor da fermentacdo. O
estudo de Larsson et al. [74] conclui que para o acido acético ter propriedades inibidoras
na fermentacdo, este precisa de ter uma concentragdo superior a cerca de 6 g/L de acido
acético. Nos valores da Tabela 15, nenhuma concentracao aparenta ser superior a 1,428
g/L, o que ndo se encontra perto deste limite para provocar inibicdo, pelo que ndo foi
considerada a formacdo de acido acético para a otimizacdo do pré-tratamento. Existe
também uma pequena formag¢ao de etanol em algumas das amostras, mas como esta
se encontra em quantidades muitissimo reduzidas este ndo foi um fator determinante
na otimizacdo deste processo. Ndo foi detetada a presenca de mais nenhum outro
composto em quantidades significativas para além dos mencionados anteriormente.

4.2.1 Otimizagdo do pré-tratamento

Usando o software Design-Expert, determinou-se as condi¢des 6timas para maximizar a
soma das concentragdes dos aguUcares gerados, para cada uma das biomassas
analisadas. As condicGes 6timas determinadas para a biomassa de Controlo foram
T=86,8 °C, t=6,6 h e CA=3,2% v/v, com um resultado previsto de 16,4 g/L de acglcares,
para a biomassa de Estarreja foram T=86,7 °C, t=6,9 h e CA=3,6% v/v, com um resultado
previsto de 11,4 g/L de aglcares, e para a biomassa de Panasqueira foram T=86,6 °C,
t=7,3 h e CA=3,6% v/v, com um resultado previsto de 13,5 g/L de agucares.

As equacdes (8), (9) e (10) dos modelos de previsao, para as biomassas de controlo (C),
Estarreja (E) e Panasqueira (P), respetivamente, sdo as seguintes:

SA (C) =9,2685 — 0,1853T — 2,0443t — 0,4861CA + 0,0481T =t + 0,0077T * CA
+ 0,0355t * CA + 0,0015T2 — 0,0998t% + 0,0819CA? (8)

SA(E) = 51,1885 — 1,1266T — 2,3808t — 5,0799CA + 0,0230T * t + 0,0434T
* CA+ 0,1881t x CA + 0,0072T? + 0,0597t2 + 0,3067CA* (9)
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SA(P) = 47,7425 — 1,1227T — 2,2502t — 3,5315CA + 0,0298T = t + 0,0559T * CA
+ 0,1481t * CA + 0,007T? + 0,006t* — 0,0628CA*  (10)

As Figura 12, Figura 13 e Figura 14 demostram como a resposta varia em fungao de cada
uma das varidveis independentes. De modo geral, o valor de SA aumenta
significativamente quando as varidveis tendem para os extremos positivos. Sé no caso
da CA na biomassa do solo de controlo é que se nota um aumento pouco acentuado.

A: Tempera... (°C) B: Tempo (h... (horas) C: Concentr... (%)
<t P~
- - @ - - @ =] o @
~ — [=2] M~ = ~ 0 w o~ — @ ~
3 o 3 = 3 3 2 o 3 & 3 =
— 2] = -] m — =] o - w = @
oF = o o <& @ m o o ) el wn m =
w w M~ M~ %] o ~ = w M~ o - ~ m -
1 ] 1 ] | ] ] |
1 —
08— :
= 06 —|
0
o
@ 04 —
o
02 -
00—
30
jay
~
=) 20
"
<]
S
g 10
w
1)
o
E 0 —
(=]
v
,10 -
Figura 12-Variagdo da resposta consoante a varidvel independente (Controlo)
A: Tempera... (°C) B: Tempo (h... (horas) C: Concentr... (%)
o~ — [=1] ™~ =T ~ @ w o~ — @ r~
=< (=2 (=] - 0 o« - m o« (=1 (=] —
- wy - o0 oM - @ o - ) < o0
e = o ) el o ™ © m @ il 0 B =
W o ~ ~ @ o o 3 uwy ~ =] — of o ~
| 1 | | | |
1,000 — —
0,800 —
=
= 0,600 —
£Q
o
@ 0,400 —
a)
0,200 —
0,000 —
20 —
jary
~
B 15 —
wv
<l
S
g 10 -
U
L]
]
£ B
Q
%)
0 —

Figura 13-Variagdo da resposta consoante a variavel independente (Estarreja)
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Figura 14-Variagdo da resposta consoante a varidvel independente (Panasqueira)

Os surface plots previstos para os trés casos de estudo encontram-se representados nas
Figura 15, Figura 16 e Figura 17.

Os surface plots obtidos apontam para uma melhor resposta da concentracdo de
acUcares para valores das variaveis préoximos do extremo positivo. Isto é mais evidente
nos surface plots das biomassas de Estarreja e Panasqueira, onde se nota um acréscimo
mais acentuado préximo dessa zona. No plot da interacdo entre T e CA e no plot da
interacdo entre t e CA, da biomassa de controlo, a SA varia muito pouco com o valor da
variavel CA, algo que jd tinha sido constatado com a analise da Figura 12.

Com base na andlise dos graficos da variacdo da resposta consoante as varidveis
independentes e dos surface plots, constata-se que as maiores concentragdes de agucar
sdo obtidas quando as varidveis escolhidas se encontravam nos valores proximos dos
limites positivos de cada varidvel. E por isso que os valores maximos previstos de SA
indicam umas condi¢des 6timas proximas dos valores maximos utilizados neste estudo
(os pontos axiais), com a excec¢do dos valores de CA, 3,2% v/v para o controlo e 3,6% v/v
para Estarreja e Panasqueira, que se encontram mais préoximos dos valores de nivel 1,
correspondente a 3,5% v/v.
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Na andlise ANOVA realizada para o modelo quadratico das trés otimizacdes, estando
estd analise presente na Tabela 16, Tabela 18 e Tabela 20 dos Anexos 3, 4 e 5, pudesse
constar que o modelo aplicado é significativo, evidenciado a partir do teste F de Fisher,
com um valor de probabilidade muito baixo. Os P-values inferiores a 0,05 indicam que
esses termos sao significativos para o modelo, o que acontece nos termos [T] e [t] para
a biomassa de controlo, nos termos [T] e [T?] para a biomassa de Estarreja e nos termos
[T], [CA] e [T?] para a biomassa de Panasqueira. para O R?, presente nas Fit statistics da
Tabela 17, Tabela 19 e Tabela 21 desses mesmos anexos, demonstra um nivel
satisfatorio de correlacdo entre os valores observados e os valores previstos pelo
modelo. Nenhuma anormalidade foi observada na andlise dos diagndsticos de residuals.

De forma a validar os resultados das previsdes, foram feitos 3 ensaios para cada uma
das palhas, com as condicGes consideradas étimas. Procedeu-se a andlise destes ensaios
para determinar as concentragdes de agucares e comparar com os valores previstos. Na
Tabela 12 estdo expressos os resultados destes ensaios. Para as palhas de Panasqueira
e controlo, os SA obtidos estdo um pouco aguém do valor previsto, embora ndo seja por
muito, enquanto os resultados da palha de Estarreja estdo um pouco acima do previsto,
mas dentro do espectdvel.

Tabela 12-Validagdo das previsdes dos valores de SA (P é a palha de Panasqueira, E é de Estarrejae C é a de

controlo)

Ensaio T(°C) T(h) (%C@V) SA (g/L) '\"Sé/‘i'a Eaejr"g:g Provisto
(9/L)

P1 12,686

P2 86,6 7,3 3,6 12,764 12,477 0,483 13,5

P3 11,891

El 10,811

E2 86,7 6,9 3,6 13,563 11,973 1,425 11,4

E3 11,545

C1 15,109

Cc2 86,8 6,6 3,2 15,084 15,216 0,206 16,4

C3 15,453

4.3 Hidrdlise enzimatica

Nesta etapa utilizou-se uma mistura de enzimas, a Accellerase 1000 (Danisco), para
hidrolisar os hidratos de carbono e assim promover a formacao de acgucares.

De forma idéntica ao pré-tratamento, procurou-se otimizar as condi¢des da hidrélise
enzimatica. Para tal procedeu-se a avaliacdo da concentracdo de acucares redutores por
leitura em HPLC, em amostras provenientes das biomassas de controlo e de
Panasqueira. A biomassa de Estarreja ndao foi avaliada nesta etapa. As somas das
concentracgdOes dos acucares das trés biomassas analisadas encontram-se na Tabela 13.
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Tabela 13-Soma das concentragdes dos aglcares presentes nos ensaios para as duas biomassas estudadas

Condigdes experimentais

Soma das concentragdes
dos acucares

Ensaio T () t(horas) | E (mL) Controlo Panasqueira
(g/L) (e/L)
1 30 24 1 13,115 13,422
2 30 48 1 14,464 14,422
3 30 24 3 13,615 12,523
4 30 48 3 14,564 14,294
5 50 24 1 15,972 14,12
6 50 48 1 16,411 12,12
7 50 24 3 17,331 15,978
8 50 48 3 15,431 15,656
9 40 15,8 2 13,844 12,059
10 40 56,2 2 15,66 15,566
11 40 36 0,32 15,035 15,221
12 40 36 3,68 15,948 17,398
13 23,2 36 2 12,441 14,133
14 56,8 36 2 17,268 13,538
15 40 36 2 16,05 17,037
16 40 36 2 14,754 16,945
17 40 36 2 16,694 17,623

De acordo com os valores da Tabela 13, onde houve maior libertacdo de acucares pos
hidrdlise, para a biomassa de controlo, foi no ensaio 7 com 17,331 g/L de agucares
libertados, enquanto na biomassa de Panasqueira gerou-se maior concentracdo de

acucares no ensaio 17, com 17,623 g/L.
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Apds o pré-tratamento, a biomassa de controlo tinha, no geral, valores mais elevados
de acgucares hidrolisados do que a biomassa de Panasqueira, o que, como comentado
anteriormente, aponta para uma maior quantidade de hemiceluloses. No entanto, apds
estd hidrdlise, a biomassa de Panasqueira produziu uma maior quantidade de acgucares,
comparativamente a de controlo. Isto sugere que embora a biomassa de Panasqueira
tenha uma menor quantidade de hemiceluloses para hidrolisar, esta tem uma maior
guantidade de celulose, facto comprovado pela caracterizacdo prévia da celulose das
duas biomassas, estando estes dados presentes na Tabela 10.

As concentracdes de todos os compostos analisados encontram-se no Anexo 6, na
Tabela 22. Do mesmo modo que o pré-tratamento, ndo se procedeu a leitura da
celobiose, pelas razdes ditas anteriormente. Também ndo houve a leitura de etanol, pois
este encontrava-se em quantidades muito baixas, sem interesse para quantificar. Como
se pode constatar na Tabela 22 do Anexo 6, a concentracao de dcido acético continua a
ser inferior em todos os ensaios a concentra¢do necessaria para inibir a fermentacao.

Na Figura 23 do Anexo 7, encontra-se um cromatograma de uma amostra pos-hidrélise.
Ndo foi detetada a presenca de mais nenhum outro composto ou inibidor em
quantidades significativas para além dos mencionados anteriormente.

4.3.1 Otimizac¢do da hidrolise

Tal como no pré-tratamento, usou-se o software Design-Expert para determinar as
condicdes 6timas para maximizar a soma das concentragdes dos agucares gerados, para
cada uma das biomassas analisadas. As condi¢cOes 6timas determinadas para a biomassa
de Controlo foram T=54 °C, t=30,3 h e E=2,5 mL, com um resultado previsto de 17,2 g/L
de aglcares e para a biomassa de Panasqueira foram T=43 °C, t=38,5 h e E=3 mL, com
um resultado previsto de 17,6 g/L de acglcares.

As equacdes (11) e (12) dos modelos de previsdo, para as biomassas de controlo (C) e
Panasqueira (P), respetivamente, sdo as seguintes:

SA(C) = =7,0652 + 0,4142t + 1,6899E + 0,5285T — 0,0285t x E — 0,0039t * T
—0,0028E = T — 0,0025t* — 0,0920E% — 0,0032T2 (11)

SA(P) = —19,2329 + 0,8469t — 1,8969E + 1,0753T + 0,0255t * E — 0,0053¢t * T
+ 0,0803E =T — 0,009t? — 0,4111E%2 — 0,0129T%  (12)

A Figura 18 e a Figura 19 demostram como a resposta varia em funcdo de cada uma das
varidveis independentes. Estes dados indicam que no caso da palha de controlo a SA
aumenta com T e também aumenta com E até préximos dos 2,5 mL, a partir deste ponto
ndo aparenta ter efeito na SA. Quanto a varidvel t, esta parece afetar positivamente a
SA até as 30 horas de reacdo, mas a partir desse ponto tem efeitos adversos a
guantidade de acucares. No caso da palha de Panasqueira, a variavel E afeta a SA da
mesma maneira que na palha de controlo, ou seja, ndo tem efeito na concentracdo a
partir de um certo ponto préximos dos 3 mL. Quanto as varidveis T e t, estas tém maior
efeito nos pontos proximos de 43 °C e 38 h, respetivamente.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os surface plots previstos para os dois casos de estudo encontram-se representados nas
Figura 20 e Figura 21.

De acordo com os surface plots do controlo, a resposta SA é maior junto dos valores
mais elevados da temperatura, perto dos limites experimentais dessa varidvel, como se
pode ver nos surface plots [t, T] e [T, E]. Quanto a varia¢do da resposta em fung¢do de t,
esta é mais elevada um pouco antes de atingir o ponto médio deste fator, tanto na sua
interacdo com T ou E. Quanto a varidvel E, esta pouco parece influenciar a resposta SA,
sendo as outras duas varidveis as principais influenciadoras da resposta.

Os surface plots da palha do solo de Panasqueira dispde dos pontos ideais mais
centrados no plano experimental, comparativamente a biomassa do solo de controlo,
sendo isto mais visivel na interacdo entre T e t. Nas interagdes que envolvem a varidvel
E, o ponto ideal tende a estar mais proximo do limite superior dessa variavel, pelo menos
guando comparado com as outras duas variaveis.
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Na analise ANOVA realizada para o modelo quadrdtico das duas otimizac¢des, estando
estd analise presente na Tabela 23 e Tabela 25 dos Anexos 8 e 9, pudesse constar que o
modelo aplicado é significativo, evidenciado a partir do teste F de Fisher, com um valor
de probabilidade muito baixo. Os P-values inferiores a 0,05 indicam que esses termos
sao significativos para o modelo, o que acontece no termo [T] para a biomassa de
controlo e nos termos [E], [E*T], [t?] e [T?] para a biomassa de Panasqueira. O R?,
presente nas Fit statistics na Tabela 24 e Tabela 26 desses mesmos anexos, demonstra
um nivel satisfatdrio de correlagao entre os valores observados e os valores previstos
pelo modelo. Nenhuma anormalidade foi observada na analise dos diagndsticos de
residuals.

De forma a validar os resultados das previsdes, foram feitos 3 ensaios para cada uma
das palhas, com as condicdes consideradas étimas. Procedeu-se a andlise destes ensaios
para determinar as concentracdes de acucares e comparar com os valores previstos. Na
Tabela 14 estdo expressos os resultados destes ensaios. Para as duas palhas analisadas,
Panasqueira e controlo, os SA obtidos experimentalmente encontram-se muito
proéximos do valor previsto.

Tabela 14-Validagdo das previsGes dos valores de SA (P é a palha de Panasqueira e C é a de controlo)

. Média Desvio SA
Ensaio T (°C) t (h) E(mL) SA(g/L) SA padrio Previsto
(9/L)
P1 17,534
P2 43 38,5 3 17,936 17,491 0,469 17,6
P3 17,002
Ci1 16,782
Cc2 54 30,3 2,5 16,396 16,750 0,339 17,2
C3 17,072

Os valores das variaveis otimizados encontram-se todos dentro dos limites usados neste
planeamento experimental.

4.4 Comparacdo dos resultados com a literatura

Comparando os resultados obtidos do pré-tratamento com os dados da Tabela 4, é de
notar que muito comumente sdo utilizadas temperaturas de reacdao mais altas do que
as empregues neste estudo (entre 100 a 177°C) quando se utiliza 4cidos diluidos para o
pré-tratamento, o que por sua vez vai levar a que ndo sejam necessarios tempos de
reacao tao elevados, o que acaba por acelerar o processo. No entanto neste estudo
decidiu-se utilizar gamas mais baixas de temperatura, na tentativa de reduzir a formacao
de substancias inibidoras, tentativa que foi bem-sucedida, visto que foram detetadas
baixas concentracdes de inibidores, como o &cido acético, pelo estudo dos
cromatogramas.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A escolha do 4cido cloridrico mostrou-se uma escolha capaz de atender ao pretendido.
Embora os estudos do pré-tratamento de matéria lignocelulésica com dacidos diluidos
empreguem mais comumente o acido sulfurico, este estudo e os estudos Han et al. [50],
Santos [72] e Reis [73] apresentaram resultados positivos para a utilizacdo deste acido
no pré-tratamento de matéria lignocelulésica.

Quanto aos resultados da hidrdlise enzimatica, comparativamente aos valores
expressos na

Tabela 5, as temperaturas ideais obtidas neste estudo, 43 °C para a biomassa de
Panasqueira e 54 °C para a de controlo, sdo préximas do que é comumente empregue
noutros estudos, como é o caso de Wang et al. [54], Zahoor et al. [55] e Li et al. [56], que
utilizaram uma temperatura de 50 °C na hidrdlise enzimatica. O tempo considerado
6timo, para a biomassa do solo de controlo 30,3 h e para a biomassa do solo de
Panasqueira 38,5 h, encontra-se dentro do que normalmente é esperado para uma
hidrdlise, tendo os estudos mencionados anteriormente utilizado tempos entre as 24 h
eas 72 h.
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CONCLUSOES E SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

5 CONCLUSOES E SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

5.1 Conclusdes

Devido as crescentes preocupacdes da sociedade moderna relativamente as questdes
ambientais que se tém agravado nestes Ultimos anos, existe uma maior procura de
novas solugdes que ndao comprometam o futuro das préximas geragdes. Os
biocombustiveis produzidos a partir de biomassa lignocelulésica sdo promissores, pois
servem de alternativa aos combustiveis fosseis.

A biomassa lignocelulésica esta presente em grandes quantidades e oferece diversas
opc¢Oes para a producdo de bioenergia. A producdo de biocombustiveis renovaveis e
sustentdveis, como é o caso do bioetanol, a partir de biomassa estd a ganhar interesse
global. Os biocombustiveis podem trazer beneficios do ponto de vista ambiental e
econémico. O bioetanol produzido a partir de biomassa renovavel, surge como um
combustivel sustentdvel, mais limpo, neutro em carbono e uma alternativa verde para
o combustivel fossil.

No entanto esta producdo de biocombustiveis requer enormes quantidades de terras
araveis que também sdo necessdrias para fins mais tradicionais, como a producdo de
alimentos, o que levanta questdes ao nivel ético e econdmico sobre a capacidade de
usar estas terras para a producdo de biomassa destinada exclusivamente para a
producdo de biocombustiveis. Uma solucdo para estas questdes é a fitorremediacdo de
terrenos poluidos, onde os residuos das culturas usadas na limpeza do solo sdo depois
usados para a producdo de bioetanol. A combinacdo deste recurso proveniente da
fitorremediagdo com os métodos cada vez mais desenvolvidos de conversdo da
biomassa em bioetanol, tem vindo cada vez mais a ser um tema de interesse.

Por estes motivos, o presente estudo pretendeu otimizar a producdo de bioetanol a
partir de biomassa usada para tratar solos contaminados com metais pesados (Zn e Cd).

A caracterizacdo das biomassas utilizadas, palhas de milho provenientes de diferentes
solos contaminados e de um solo ndo contaminado usado como controlo, apresentou
alguma variacdo entre as biomassas estudadas. A palha que apresentou maior potencial,
a nivel composicional, foi a palha dos solos de Panasqueira, que apresentava um
conteudo de celulose superior as restantes (31,8 % da sua massa) e uma quantidade de
lignina inferior (20,3 % da sua massa), ambos fatores importantes na producdo de
bioetanol.

As condicGes Otimas para o pré-tratamento com 4cido cloridrico diluido foram
determinadas para as biomassas utilizadas neste estudo, que passa-se a enumerar: para
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o Controlo uma temperatura de 86,8 °C, tempo de reacdo de 6,6 horas e uma
concentrac¢do do acido de 3,2% v/v, foi considerado 6timo e previu-se um resultado de
16,4 g/L de aglcares (resultado experimental de validagdo de 15,2 g/L); para a biomassa
de Estarreja foi considerado 6timo uma temperatura de 86,7 °C, tempo de reacdo de 6,9
horas e uma concentragdo do acido de 3,6% v/v e previu-se um resultado de 11,4 g/L
de agucares (resultado experimental de validagcdo 12,0 g/L); por ultimo para a biomassa
de Panasqueira foram determinados uma temperatura de 86,6 °C, tempo de reacdo de
7,3 horas e uma concentragdo do acido de 3,6% v/v, como sendo as condi¢des 6timas e
previu-se um resultado de 13,5 g/L de aglcares (resultado experimental de validacdo
12,5 g/L). Constatou-se pela andlise do planeamento experimental feito que as maiores
concentragdes de aglcar foram obtidas quando as varidveis escolhidas se encontravam
nos valores préximos dos limites maximos de cada varidvel. E de notar também que
nesta etapa houve pouca formacdo de compostos potencialmente inibidores da
fermentacdo, potencialmente devido a baixa gama de temperaturas usadas e baixas
concentragdes do acido.

Para a hidrélise enzimdtica, sé se procedeu a andlise das palhas de controlo e
Panasqueira. A biomassa de controlo apresentou as condi¢des 6timas como sendo
temperatura igual a 54 °C, tempo de reacdo de 30,3 horas e volume de enzima de 2,5
mL, com um resultado previsto de 17,2 g/L de acucares (resultado experimental de
validagdo 16,8 g/L) e a biomassa de Panasqueira apresentou temperatura igual a 43 °C,
tempo de reagdo de 38,5 horas e volume de enzima usado de 3 mL como condigdes
ideais, com um resultado previsto de 17,6 g/L de acgucares (resultado experimental de
validagdo 17,5 g/L).

A palha proveniente de Panasqueira, usada em fitorremediagao de solos contaminados
com metais pesados, apresentou a maior producdo de acucares pods hidrdlise,
ultrapassando mesmo a palha de milho de controlo. A fitorremedia¢ao nao parece ter
influéncia negativa na capacidade de producdo de aclcares desta biomassa, algo que ja
se suspeitava devido a sua caracterizacdo composicional (maior quantidade de celulose
e menor quantidade de lignina).

5.2 Sugestdes de trabalhos futuros

De forma a dar seguimento a este estudo, propde-se que otimizar a proxima etapa da
producao do bioetanol, a fermentacdo, ou que se continue a tentar otimizar as etapas
de pré-tratamento e hidrdlise pois ainda existem diversas possibilidades e fatores a
serem otimizados no processo de producdo de bioetanol, como a escolha do acido a
aplicar no pré-tratamento, a escolha das enzimas, a escolha do microrganismo para a
fermentacdo, a escolha entre SSF e SHF, etc.

De maneira a melhor conseguir-se perceber qual o efeito que os metais pesados tém na
producao de bioetanol, recomenda-se que se proceda a analise dos metais pesados apds
cada etapa de producdo.
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Outra sugestao para trabalhos futuros é utilizar um acido diferente do acido cloridrico
se se pretende analisar a celobiose por HPLC, pois pode haver interferéncia entre os
picos destes dois compostos como existiu neste trabalho.
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ANEXOS

7 ANEXOS

7.1 Anexo 1 — Concentracdes dos compostos nas amostras do pré-tratamento

Tabela 15-Concentragdo (em g/L) de todos os compostos nas amostras de pré-tratamento (onde C corresponde as
amostras da biomassa de controlo, E as de Estarreja e P as de Panasqueira)

Ensaio Glicose Xilose Arabinose Acido acético Etanol Soma agucar
C1 1,933 3,327 0,065 0,210 0,017 5,325
E1 1,912 2,784 0,063 0,056 0,000 4,759
P1 1,597 2,123 0,043 0,137 0,000 3,763
Cc2 2,005 3,560 0,345 0,281 0,002 5,910
E2 1,722 2,466 0,261 0,196 0,000 4,449
P2 1,658 2,505 0,274 0,212 0,009 4,437
c3 1,968 3,669 0,339 0,341 0,001 5,976
E3 1,777 2,571 0,303 0,206 0,000 4,651
P3 1,697 2,613 0,234 0,261 0,000 4,544
ca 1,921 3,842 0,689 0,753 0,007 6,452
E4 1,675 2,388 0,511 0,415 0,000 4,574
P4 1,453 2,400 0,618 0,383 0,000 4,471
c5 2,483 5,111 1,596 0,464 0,014 9,190
E5 1,847 2,734 0,601 0,310 0,023 5,182
P5 1,467 2,473 0,599 0,300 0,018 4,539
C6 2,002 5,901 1,787 0,946 0,000 9,690
E6 1,757 2,926 0,652 0,696 0,000 5,335
P6 1,476 3,293 0,748 0,559 0,000 5,517
c7 3,388 7,647 2,260 1,024 0,010 13,295
E7 1,824 3,125 0,689 0,842 0,000 5,638
P7 1,564 3,528 0,679 0,576 0,000 5,771
c8 3,168 9,278 2,026 1,155 0,000 14,472
E8 1,875 5,775 0,918 1,428 0,000 8,568
P8 1,758 7,263 0,844 0,895 0,000 9,865
c9 1,601 3,079 0,154 0,257 0,016 4,834
E9 1,724 2,740 0,162 0,199 0,000 4,626
P9 1,653 3,206 0,210 0,197 0,000 5,069

C10 1,854 6,997 1,000 1,241 0,000 9,851
E10 1,658 4,833 0,760 0,698 0,000 7,251
P10 1,858 6,709 0,955 1,101 0,000 9,522
C11 1,261 2,431 0,134 0,117 0,000 3,826
E11 1,670 2,492 0,114 0,123 0,000 4,276
P11 1,825 3,326 0,081 0,118 0,000 5,232
C12 2,223 4,567 0,988 1,004 0,009 7,778
E12 1,603 2,704 0,585 0,702 0,000 4,892
P12 1,582 3,330 0,620 0,728 0,000 5,532
C13 1,787 3,559 0,176 0,109 0,000 5,522
E13 1,825 2,663 0,106 0,085 0,000 4,594
P13 1,380 2,727 0,041 0,123 0,000 4,148
C14 3,379 4,557 0,867 0,492 0,000 8,803
E14 1,603 2,745 0,610 0,662 0,000 4,958
P14 1,672 3,772 0,681 0,851 0,013 6,125
C15 2,918 4,562 0,849 0,593 0,000 8,329
E15 1,124 1,653 0,328 0,329 0,000 3,105
P15 1,606 3,137 0,477 0,565 0,000 5,220
Cl6 2,887 4,484 0,879 0,593 0,000 8,250
E16 1,648 2,607 0,529 0,414 0,000 4,784
P16 1,456 2,140 0,533 0,480 0,000 4,129
C17 2,887 4,495 0,806 0,641 0,000 8,188
E17 1,533 2,313 0,427 0,372 0,000 4,273
P17 1,594 3,244 0,556 0,579 0,023 5,394
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7.2 Anexo 2 — Cromatograma de uma amostra do pré-tratamento

<Chromatogram>
my

Detector A Channel 1

22187

0 5 10 15 20 25
min

Figura 22-Cromatograma de uma amostra do pré-tratamento
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7.3 Anexo 3 — ANOVA for quadratic model e Fit statistics (pré-tratamento
Controlo)

Response 1: SA

Tabela 16-ANOVA for quadratic model (pré-tratamento Controlo)

Source  Sum of Squares df Mean Square F-value p-value

Model 108,17 9 12,02 3,83 0,0452 significant
A-T 72,29 1 72,29 23,05 0,0020

B-t 2049 1 20,49 6,53 0,0378

C-CA 499 1 4,99 1,59 0,2475

AB 740 1 7,40 2,36 0,1684

AC 0,0474 1 0,0474 0,0151 0,9056

BC 0,0403 1 0,0403 0,0129 0,9129

A? 0,2389 1 0,2389 0,0762 0,7905

B2 1,80 1 1,80 0,5725 10,4740

c 0,0757 1 0,0757 0,0241 10,3810

Residual 2195 7 3,14

Lack of Fit 2194 5 4,39 878,74 0,0011 significant
Pure Error 0,0100 2 0,0050

Cor Total 130,12 16

Tabela 17-Fit statistics (pré-tratamento Controlo)

Std. Dev. 1,77 R? 0,8313
Mean 7,98 Adjusted R? 0,6144
CV.% 22,19 Predicted R? -0,2768

Adeq Precision 6,2772

OTIMIZAGAO DA PRODUGAO DE BIOETANOL A PARTIR DE PALHA DE MILHO
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7.4 Anexo 4 — ANOVA for quadratic model e Fit statistics (pré-tratamento

Estarreja)

Response 1: Soma agucares

Tabela 18-ANOVA for quadratic model (pré-tratamento Estarreja)

Source

Model
A-Temperatura
B-Tempo

C-
Concentragao

AB

AC

BC

A2

BZ

C2
Residual

Lack of Fit

Pure Error

Cor Total

Std. Dev. 0,6431
Mean 5,05
CV.% 12,72

Sum of df
Squares

21,08 9

839 1

1,65 1

0,8014 1

1,69 1

1,51 1

1,13 1

581 1

0,6428 1

1,06 1

289 7

1,41 5

1,48 2

23,97 16

Tabela 19-Fit statistics (pré-tratamento Estarreja)

RZ
Adjusted R?
Predicted R?

Mean
Square

2,34
8,39
1,65
0,8014

1,69
1,51
1,13
5,81
0,6428
1,06
0,4136
0,2827

0,7407

0,8792
0,7240
0,3606

Adeq Precision 7,9181

F-
value

5,66
20,29
3,98
1,94

4,08
3,64
2,74
14,04
1,55
2,56

0,3816

p-
value

0,0162
0,0028
0,0862
0,2065

0,0833
0,0981
0,1419
0,0072
0,2526
0,1534

0,8334

significant

not
significant
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7.5 Anexo 5 — ANOVA for quadratic model e Fit statistics (pré-tratamento

Panasqueira)

Response 1: Soma agucares

Tabela 20-ANOVA for quadratic model (pré-tratamento Panasqueira)

Source

Model
A-Temperatura
B-Tempo

C-
Concentragao

AB

AC

BC

A2

BZ

C2
Residual

Lack of Fit

Pure Error

Cor Total

Std. Dev. 0,9296

Mean 5,49

CV.% 16,94

Sum of df Mean
Squares Square
40,74 9 4,53
18,67 1 18,67
349 1 3,49
593 1 5,93
284 1 2,84
250 1 2,50
0,7015 1 0,7015
553 1 5,53
0,0065 1 0,0065
0,0445 1 0,0445
6,05 7 0,8642
511 5 1,02
0,9403 2 0,4701
46,79 16

Tabela 21-Fit statistics (pré-tratamento Panasqueira)

R? 0,8707
Adjusted R? 0,7045
Predicted R? 0,0637

Adeq Precision 8,0383

F-
value

5,24
21,60
4,03
6,86

3,28
2,89
0,8118
6,40
0,0075
0,0515

2,17

OTIMIZAGAO DA PRODUGAO DE BIOETANOL A PARTIR DE PALHA DE MILHO
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p-
value

0,0200
0,0023
0,0846
0,0345

0,1128
0,1328
0,3975
0,0392
0,9334
0,8270

0,3445

significant

not
significant



7.6 Anexo 6 — Concentracao dos compostos nas amostras de hidrdlise

Tabela 22-Concentragdo (em g/L) de todos os compostos nas amostras de hidrélise (onde C corresponde as
amostras da biomassa de controlo e P as de Panasqueira)

Ensaio Glicose Xilose Arabinose Acido acético Soma agucares
c1 4,854 7,136 1,125 1,292 13,115
P1 5,215 7,153 1,054 1,164 13,422
c2 6,794 6,645 1,025 1,231 14,464
P2 6,275 7,104 1,043 1,133 14,422
c3 6,350 6,280 0,985 1,193 13,615
P3 5,549 6,115 0,859 1,088 12,523
ca 6,978 6,605 0,981 1,183 14,564
P4 6,482 6,846 0,966 1,217 14,294
c5 7,368 7,436 1,168 1,277 15,972
P5 6,223 6,905 0,992 1,289 14,120
Cé6 7,723 7,534 1,154 1,137 16,411
P6 5,692 5,582 0,846 1,045 12,120
c7 8,170 7,975 1,186 1,515 17,331
P7 7,341 7,569 1,068 1,527 15,978
c8 7,522 6,884 1,025 1,030 15,431
P8 6,959 7,997 0,700 0,922 15,656
c9 4,732 8,044 1,068 1,276 13,844
P9 4,200 6,983 0,876 1,047 12,059

C10 7,398 7,214 1,048 1,166 15,660
P10 7,438 7,008 1,120 1,230 15,566
Cc11 5,782 8,101 1,152 1,217 15,035
P11 6,045 8,104 1,072 1,222 15,221
C12 7,395 7,568 0,985 1,289 15,948
P12 7,914 8,414 1,070 1,497 17,398
C13 4,471 7,017 0,953 1,186 12,441
P13 5,343 7,832 0,958 1,262 14,133
Ci4 6,990 9,015 1,263 1,595 17,268
P14 5,398 7,194 0,946 1,214 13,538
C15 7,404 7,644 1,002 1,191 16,050
P15 7,727 8,249 1,061 1,317 17,037
C16 7,125 6,737 0,892 1,168 14,754
P16 7,643 8,217 1,085 1,364 16,945
c17 7,658 7,995 1,041 1,396 16,694
P17 7,973 8,564 1,086 1,395 17,623
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7.7 Anexo 7 - Cromatograma de uma amostra da hidrdlise

<Chromatogram>
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J = Detector A Channel 1
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Figura 23-Cromatograma de uma amostra da hidrdlise
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7.8 Anexo 8 - ANOVA for quadratic model e Fit statistics (hidrolise Controlo)

Response 1: Soma Agucares

Source

Model
A-Tempo
B-Enzima

C-
Temperatura

AB

AC

BC

A2

B2

C2
Residual

Lack of Fit

Pure Error

Cor Total

Std. Dev. 0,6973
Mean 15,21
CV.% 4,58

Tabela 23-ANOVA for quadratic model (hidrdlise Controlo)

Sum of df
Squares

28,74 9

1,11 1

0,4630 1

22,44 1

0,9378 1

1,77 1

0,0061 1

1,41 1

0,0955 1

1,13 1

340 7

1,45 5

195 2

32,14 16

Mean
Square

3,19
1,11
0,4630
22,44

0,9378
1,77
0,0061
1,41
0,0955
1,13
0,4863
0,2902

0,9763

F-
value

6,57
2,28
0,9521
46,14

1,93
3,63
0,0126
2,90
0,1964
2,33

0,2973

Tabela 24-Fit statistics (hidrélise Controlo)

RZ
Adjusted R?
Predicted R?

0,8941
0,7579
0,4976

Adeq Precision 8,6231

p-
value

0,0107
0,1748
0,3617
0,0003

0,2075
0,0984
0,9139
0,1325
0,6710
0,1705

0,8813

significant

not
significant
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7.9 Anexo 9 - ANOVA for quadratic model e Fit statistics (hidrolise Panasqueira)

Response 1: Soma Aclcares

Source

Model
A-Tempo
B-Enzima

C-
Temperatura

AB
AC
BC
A2
BZ
C2
Residual

Lack of Fit

Pure Error

Cor Total

Std. Dev. 0,8729
Mean 14,83
CV.% 5,89

Tabela 25-ANOVA for quadratic model (hidrdlise Panasqueira)

Sum of df
Squares

46,54 9

295 1

472 1

0,3584 1

0,7497 1

324 1

515 1

18,87 1

191 1

18,64 1

533 7

506 5

0,2705 2

51,87 16

Mean
Square

5,17
2,95
4,72
0,3584

0,7497
3,24
5,15

18,87
1,91
18,64

0,7619

1,01

0,1353

F-
value

6,79
3,87
6,19
0,4704

0,9840
4,26
6,76

24,77
2,50
24,46

7,49

Tabela 26-Fit statistics (hidrélise Panasqueira)

RZ
Adjusted R?
Predicted R?

0,8972
0,7650
0,2438

Adeq Precision 7,1327
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p-
value

0,0097
0,0898
0,0417
0,5149

0,3543
0,0780
0,0354
0,0016
0,1578
0,0017

0,1220

significant

not
significant
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