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Resumo

A Cynara cardunculus ¢ o Cistus ladanifer, sao duas espécies bem adaptadas as
condi¢des edafoclimaticas do Alentejo, e uma alternativa aos materiais fosseis no
contexto de biorrefinaria, visto serem biomassas lenhoceluldsicas. No presente trabalho
desenvolveu-se um estudo com a finalidade de utilizar as duas biomassas e perceber
como se comportam na sacarificagdo enzimatica da celulose, que efeitos tém os pré-
tratamentos na eficiéncia da mesma e que efeito tem o recipiente onde se realiza a
hidrolise. Foi ainda elaborado um desenho experimental com o cardo, com o objetivo de

otimizar a sacarificacdo enzimatica quanto a quantidade de so6lidos, e enzimas a usar.

Os resultados mostram que o cardo ¢ mais sacarificavel que a esteva e que os pré-
tratamentos aumentaram a acessibilidade das enzimas, para a fracdo celuldsica
relativamente ao material ndo tratado. Para ambas as biomassas o pré-tratamento mais
eficaz foi a explosao de vapor lavado com NaOH, tendo-se produzido 27,8 ¢ 20,9 g/L de

glucose para o cardo e esteva, respetivamente.

A sacarificagdo da biomassa nos tubos “falcon”, foi menor do que nos tubos centrifuga e
Erlenmeyer, que ndo apresentaram diferencas significativas. O valor maximo previsto
para o CHA 130 pelo desenho experimental ¢ de 31,7+1,0 g/ para CS=8, FPU=44,6,
CBU=51,9.

Palavras-chave: biomassa lenhocelulosica, bioetanol, Cynara cardunculus, Cistus

ladanifer, celulase, celobiase, explosdo a vapor, hidrolise enzimatica, hidrdlise dcida

diluida.
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Title: Valorization of lignocellulosic biomass: Studies of enzymatic saccharification of

Cardoon and Rock rose.

Abstract

Cynara cardunculus and Cistus ladanifer, are two species well adapted to the ecological
conditions of the Alentejo, and an alternative to fossil material in the context of
biorefinery, since they are lignocellulosic biomass. In the present work a study of both
biomass was done in order to perceive how they behave during enzymatic hydrolysis
(EH) of cellulose, how the pretreatments affects the saccharification efficiency and what
effect may have the recipient where the hydrolysis is held. Also we performed designed
experiments to maximize the glucose concentration obtained by EH of cardoon using

commercial enzymes.

Rockrose was more recalcitrant to enzymatic hydrolysis than cardoon. Pretreatments
increase the accessibility of the enzymes to the cellulose fraction relative to untreated
material. For both biomass the most efficient pre-treatment is the steam explosion with
alkali post treatment, producing 27,8 and 20,9 g/L of glucose for cardoon and rockrose,

respectively.

The saccharification of biomass in "falcon" tubes, was lower than in the centrifuge tubes
and Erlenmeyer, which showed no significant differences. The maximum amount
provided for CHA 130 by experimental design is 31,7+ 1,0 g/ L for CS = 8, FPU = 44,6
and CBU=51,9.

Keywords: lignocellulosic biomass, bioethanol, Cynara cardunculus, Cistus ladanifer

cellulase, celobiase, steam explosion, enzymatic hydrolysis, diluted acid hydrolysis
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Capitulo 1 - Introducdo

1.1. Enquadramento / Problematica

A biomassa de culturas perenes tem atraido interesse crescente da industria de energia
como uma boa alternativa para materiais fosseis no contexto de biorrefinaria, sendo
também uma grande fonte de compostos bioativos com aplicagdo direta na industria de
alimentos e farmacéutica. Este € o caso de Cynara cardunculus (cardo), e Cistus ladanifer
(esteva), duas espécies bem adaptadas as condi¢des edafoclimaticas do Alentejo. No
CEBAL, realizam-se pesquisas com o cardo e a esteva, com o fim de obter compostos
especificos de valor acrescentado e de bioetanol de segunda geracdo. Tendo isto em
perspetiva, foi elaborado um plano de trabalhos para averiguar como duas biomassas
lenhocelulosicas diferentes se comportam na sacarificacao da celulose, que efeitos tém os
pré-tratamentos na eficiéncia da mesma e que efeito tem o recipiente onde se realiza a
sacarificagdo na hidrélise. Foi ainda elaborado um desenho experimental com uma das

biomassas em estudo.

1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo Geral

++» Estudo da sacarificacdo enzimatica da esteva e do cardo no ambito da valorizagao

da biomassa lenhoceluldsica.

1.2.2. Objetivos Especificos

+* Quantificar a atividade do consorcio enzimatico de celulases (Celluclast 1.5L) e da
celobiase (Novozyme 188) comercialmente disponiveis e normalmente utilizados

na sacarifica¢ao de materiais lenhocelulosicos;



+» Comparar a sacarificagdo do cardo ndo tratado e apds o tratamento com explosao

de vapor, com explosdo de vapor tratado com NaOH e com hidrdlise acida;

X/

«» Comparar a sacarificagdo da esteva nao tratada e apos o tratamento com explosao

de vapor, com explosdo de vapor tratado com NaOH e com hidrolise acida;
% Qual o efeito do frasco de rea¢do na sacarificacdo;

+ Encontrar as condi¢des Otimas de hidrolise enzimatica do cardo tratado com
hidrdlise acida através da utilizagdo de um desenho experimental, utilizando o

melhor frasco de reacao encontrado.

1.3. Metodologia

O presente trabalho foi elaborado no CEBAL, no grupo de Engenharia de Processos, no
ambito do projeto BioEcos, sob a orientacdo da Doutora Maria da Conceicao Fernandes e

coorientacdo do Prof. Doutor Humberto Chaves.

Esta tese de Mestrado estd dividida em capitulos, nos quais sdo abordados os seguintes

temas:

¢ O capitulo 2 apresenta a “Revisdo Monografica”, onde sao abordados os dois tipos
de biomassa que vao ser alvo de estudo ao longo do trabalho, o conceito de
biorrefinaria, a importancia do bioetanol, o bioetanol lenhoceluldsico, a biomassa
lenhocelulosica, os diferentes tipos de tratamentos de materiais lenhoceluldsicos

existentes, e a hidrolise enzimatica de materiais lenhoceluldsicos.

¢ No capitulo 3 e 4, encontram-se todos os materiais e métodos que foram

empregues ao longo de todo trabalho experimental e os resultados e discussao.

+» Na “Atividade enzimatica”, apresenta-se a forma como as enzimas utilizadas nos
estudos de hidrdlise enzimatica sdo caracterizadas quanto diferentes tipos de
atividade, e quais os valores obtidos nas diferentes caracterizagdes para as
enzimas em uso, as enzimas celulase (Celluclast 1.5L) e celobiase (Novozyme

188).
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Nos “Materiais Lenhocelulosicos”, apresenta-se os diferentes materiais
lenhocelulosicos que se obtém para o cardo e esteva depois dos tratamentos e a

sua respetiva caracterizagao.

No “Efeito do Tratamento na Hidrolise Enzimatica da Biomassa”, podemos
encontrar a metodologia do processo de sacarificagdo das diferentes biomassas
assim como os resultados obtidos para a esteva e o cardo com os diferentes

tratamentos, € qual o efeito dos tratamentos na hidrolise enzimatica.

No “Efeito do Frasco da Reag¢do na Hidrélise Enzimatica da Biomassa”, ¢
abordado o modo como o formato do frasco usado na sacarificagdo da biomassa

pode ou ndo influenciar a concentragcdo do produto obtido (glucose).

Para o “Desenho Experimental”, apresenta-se o desenho experimental, utilizado
para encontrar as condi¢des de producao de maior quantidade de glucose, para o
cardo tratado com hidrolise acida diluida a 130°C. Neste desenho estuda-se o
efeito de adigcdo de diferentes concentragdes de Celluclast 1.5L e Novozyme 188 e

diferentes quantidades de biomassa usados durante os ensaios de sacarificagao.

E por fim, no ultimo capitulo, “Conclusdes”, apresenta um resumo dos resultados

mais relevantes do trabalho.



Capitulo 2 — Revisdo Monogridfica

2.1. Conceito de Biorrefinaria

As Biorefinarias utilizam a biomassa lenhocelulésica como matéria-prima para a
producdo de uma gama de produtos quimicos semelhantes aos atualmente produzidos a
partir do petroleo bruto numa refinaria de petroleo’. Mais de metade do 6leo produzido é
utilizado para fazer combustiveis para transportes. Num futuro préximo, os combustiveis
sdo suscetiveis de serem parcialmente substituidos por etanol ou por outros produtos

.. , . . . , . , . 1
quimicos liquidos produzidos a partir de agucares e polissacéaridos'.

As principais tecnologias para a producao de produtos quimicos a partir de biomassa sao:
(a) refinamento da biomassa ou do pré-tratamento, (b) conversdo termoquimica
(gaseificacdo, pirdlise), (c) fermentacdo e bioconversdo, e (d) separagdo do produto e o
seu melhoramento’. Os bio-6leos podem também ser usados na producdo de produtos

;. . ’ ’ 2
quimicos e posteriormente em motores de veiculos como combustivel”.

2.1.1. A importincia do bioetanol como biocombustivel

Atualmente a economia do mundo ¢ altamente dependente de varias fontes de energia
fosseis, como o petroleo, o carvao, o gas natural, etc., estes sdo usados para a producdo de
eletricidade, combustiveis e outros bens’. O consumo excessivo de combustiveis fosseis,
especialmente em grandes centros urbanos, resultou na criagdo de elevados niveis de
poluicao durante as ultimas décadas. O nivel de gases de efeito estufa na atmosfera

terrestre aumentou drasticamente”.

As grandes economias mundiais dependem do consumo do petroéleo, e o seu inadequado
uso traz consequéncias graves de disponibilidade do mesmo. Existe portanto um grande
interesse na exploragdo de energias alternativas a esta fonte’. Todos os combustiveis a
base do petroleo podem ser substituidos por combustiveis de biomassa renovavel, como ¢
o caso do etanol, do biodiesel, do biohidrogénio, por derivados do milho, da cana-de-

acucar, de algas, etc®.



Valorizagao da Biomassa Lenhocelulosica: Estudo da Sacarificagdo Enzimatica do
Cardo e da Esteva

A queima de combustiveis fosseis ¢ reconhecida cada vez mais como uma ameaga, pois ¢
uma das grandes causas das alteragdes climaticas’. A procura de bioetanol esta a
aumentar rapidamente nos paises industrializados, em particular nos Estados Unidos da
América (EUA) e em paises europeus®, este é, de longe, o biocombustivel mais utilizado
nos transportes no mundo’. O etanol produzido a partir da biomassa lenhocelulésica é
visto como o substituto do etanol de primeira geracdo®, visto que muitos paises do mundo
estdo a mudar o foco das suas fontes (renovaveis) para a producao de energia, devido ao

esgotamento das reservas de petréleo bruto’.

A importancia do etanol lenhocelulésico advém da possibilidade de utilizar matéria-
prima, a fim de evitar a concorréncia direta e indireta com a alimenta¢do humana e animal
e reduzir os riscos ambientais ou seja, a degradacao do solo, dgua e poluicao do ar que

estdo associados aos biocombustiveis de primeira geragio®.

Os materiais lenhoceluldsicos sdo renovaveis, tém baixo custo e estdo disponiveis em
grande escala’. O custo de producdo do etanol lenhoceluldsico é sensivel a pardmetros
chave, tais como o preco, o tipo de matéria-prima, o tamanho da fabrica de etanol, a
eficiéncia de conversdo e o nivel de despesas de investimento. As caracteristicas deste
nao estdo apenas relacionadas com as propriedades fisicas e quimicas dos produtos, mas
também com fatores de sustentabilidade, tais como ambientais, resultados sociais e

econdmicos®.

2.1.2. Panorama Mundial, Europeu e Nacional do bioetanol

A crescente dependéncia das importagdes de petroleo e as emissdes crescentes de gases
de efeito estufa sdo as duas principais preocupagdes que justificam a introducdo de
incentivos de politicas publicas na Europa para o desenvolvimento de etanol a partir de

. . i 0
matérias-primas lenhocelulosicas .

Os esforcos previstos para melhorar a eficiéncia energética ndo estdo a ser suficientes. E
necessario substituir progressivamente os combustiveis fosseis e especialmente o petroleo
por combustiveis renovaveis ¢ mais sustentaveis. Os biocombustiveis representam uma

das opgoes técnicas mais importantes devido a possibilidade de mistura com combustiveis



fosseis e usar nos carros existentes sem adaptacdes significativas. No entanto, a primeira
geracdo de biocombustiveis disponiveis comercialmente sofre a sua dependéncia de
culturas alimentares. Além disso, o seu desenvolvimento eventual em larga escala levanta

~ . . . g 10
preocupacoes sobre os efeitos diretos e indiretos sobre o uso da terra .

Segundo Gnansounou'®, ja existem vérios artigos e relatorios sobre os diversos aspetos
técnicos da producdo de bioetanol lenhocelulésico na Europa. Mas em comparagdo com
os caminhos de producdo mais eficientes, tais como sacarose em etanol, o etanol
lenhocelulosico necessita de avancos tecnoldgicos antes de se tornar economicamente
competitivo. Especialmente na Europa, onde os materiais lenhocelulésicos baratos ndo

estdo amplamente disponiveis.

2.1.3. Producdo de bioetanol lenhocelulosico

A producao de bioetanol a partir de biomassa lenhoceluldsica inclui varias etapas: (1) a de
producdo e de pré-colheita da matéria-prima; (2) de logistica, (3) da conversdo para o
bioetanol. Este pode ser produzido utilizando duas vias principais de produgdo a via

;. . |
termoqmmlca ca blquImlca O.

Além da ndo concorréncia com as culturas alimentares, as vantagens do bioetanol de
segunda geragdo sao as seguintes: (1) maior reducdo das emissdes de gases de efeito
estufa em comparagdo com a maioria das vias de producdo de primeira geracdo, (2)
possibilidade de utilizagdo de baixo custo de matérias-primas lenhocelulosicas; (3) custos
de produgdo mais estaveis na saida da fabrica, (3) a possibilidade de evitar a perda da
qualidade do solo ligada a monocultura; (4) menor impacto na qualidade da dgua e sobre

o uso da 4gua; (5) maior diversidade geografica de origens de produgdo'’.

A economia do bioetanol de segunda geracdo baseia-se na hipotese de que seja possivel a
utilizagdo numa forma sustentada da matéria-prima de baixo custo (por exemplo,
residuos). Com este pressuposto em mente, os custos de producdo devem ser mais
estdveis em comparagdo com os biocombustiveis de primeira geracdo, onde a matéria-
prima representa uma maior propor¢ao do custo de producao, e seu prego € muito mais

. 1 " / 10
inconstante, uma vez que esta ligada as praticas agricolas .
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No entanto, existem alguns comentarios negativos de alguns cientistas ¢ ONGs contra o
etanol de segunda geracdo. As questdes mais importantes que sdo apresentadas sdo: (1) o
bioetanol de segunda geragdo ndo ¢ a melhor maneira de valorizar a biomassa
lenhoceluldsica do ponto de vista energético: a gaseificacdo e a cogeracao de calor e
energia podem ser consideradas como mais eficientes em termos energéticos, (2) o custo
da mitigacdo de emissdes de gases de efeito estufa utilizando o bioetanol de segunda
geracao ¢ muito alto em comparagdo com outras opgoes tecnologicas, (3) a perspetiva de
reduzir o custo de producao de bioetanol lenhoceluldsico € incerto porque este exige que
varios avangos tecnologicos sejam alcancados; (4) o bioetanol lenhocelulosico ¢ mais
sensivel a economia de escala e, portanto, vai exigir uma grande quantidade de biomassa.
Entretanto, residuos agricolas com a sua baixa densidade energética podem acarretar um
alto custo de logistica (colheita, transporte € armazenamento): ¢ por isso que € necessario
estabelecerem-se culturas energéticas, com o consecutivo risco dos efeitos negativos
sobre o uso da terra; (5) o bioetanol de segunda geracdo ¢ apenas uma forma de dar a
volta a oposi¢do (primeira geracdo) de etanol e dar uma segunda vida aos veiculos de

~ . 1
combustdo interna'’.

2.1.4. Biomassa Lenhocelulosica

Biomassa ¢ definida como “qualquer material, excluindo combustiveis fosseis, que foi um
organismo vivo, que possa ser usado, quer diretamente, quer apdés um processo de

~ 11
conversao” .

A biomassa de origem lenhoceluldsica ¢ a maior fonte de material organico da Terra,
pode ser encontrada nas florestas, no cultivo, na colheita, pode ainda ser encontrada na

indtstria de residuos agricolas e florestais, de celulose e papel reciclado'.

A composi¢do quimica dos materiais lenhoceluldsicos ¢ o fator chave que afeta a
eficiéncia da produgdo de biocombustiveis durante o processo de conversdo. A estrutura e
a composicdo quimica dos materiais lenhoceluldsicos ¢ altamente variavel devido a

. A fae . . \ . ~ 13
influéncias genetlcas e ambientais e as suas interagoes .



As matérias-primas lenhoceluldsicas sdo constituidas maioritariamente de polimeros de
hidratos de carbono (celulose e hemicelulose) e polimeros fenolicos (lenhina).
Concentragdes mais baixas de outros compostos, tais como proteinas, acidos, sais e

. . . ~ 13
minerais, também estao presentes °.

As fibras naturais da celulose sdo protegidas pela matriz da hemicelulose e da lenhina'.
A celulose e a hemicelulose, que normalmente compdem dois tercos da parede celular de
matéria seca, sao polissacarideos que podem ser hidrolisados em acgucares e depois
fermentados em bioetanol. O desempenho do processo, ou seja, o rendimento de
bioetanol a partir de biomassa, esta diretamente relacionada com a celulose, hemicelulose
e com a concentra¢do de aglcar individual na matéria-prima. A lenhina ndo pode ser

usada para a producdo de bioetanol’.

A celulose ¢ o principal componente da biomassa vegetal (30-60% de matéria seca total
de matéria-prima). E um polimero linear com grande peso molecular, formada a partir de
unidades D-glicose unidas por ligacdes B 1-4 e podem aparecer como material altamente
cristalino. A sua estrutura ¢ composta por duas unidades de glicose adjacente e sdo
ligadas pela eliminacdo de 1 molécula de H,O entre os grupos hidroxilicos no carbono 1 e
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no carbono 4°°.
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Figura 1. Estrutura da Celulose, parte central da cadeia molecular'®

As hemiceluloses diferem da celulose por apresentarem varias unidades diferentes de
acucares (pentoses, hexoses, acidos hexuronicos e deoxi-hexoses) que formam polimeros
de cadeia mais curta e ramificada. A estrutura ramificada da hemicelulose diminui as
energias de ligacdes e também a cristalinidade tornando-a mais facilmente hidrolisada

15
que a celulose .
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A lenhina é um polimero que possui uma estrutura polifendlica complexa, formada
principalmente por unidades de fenilpropano oxigenado, que no processo de hidrolise
permanece inalterada; assim a lenhina ¢ um residuo solido que pode ser separado dos

’ 15
agucarces .

2.1.5. Tecnologias de Pré-tratamento do material lenhoceluldsico

O desafio de processamento mais importante para a producdo de biocombustiveis € o pré-
tratamento da biomassa’®. O objetivo de qualquer pré-tratamento dos materiais
lenhocelulodsicos € o de alterar ou remover impedimentos estruturais ou composicionais a
hidrdlise. Ao haver a quebra da estrutura da lenhina e ao desfazer a estrutura cristalina da
celulose, melhora-se o rendimento de producao de acticares fermentesciveis a partir da

. 1
celulose e da hemicelulose!”.

Efeito do Pré-tratamento

Lenhina Celulose

Hemicelulose

Figura 2. Efeito do Pré-tratamento nos materiais lenhocelulésicos (Adaptado de”)

Estudos relativamente recentes tém demonstrado que o pré-tratamento € o passo mais
significativo do sucesso da producdo de bioetanol a partir de materiais lenhocelulosicos,
porque define a extensdo e o custo da conversao dos glucidos da celulose e da

hemicelulose em bioetanol!”.



O pré-tratamento deve obedecer aos seguintes requisitos:

+* Melhorar a formagdo de agucares ou facilitar posteriormente a sua formagdo a

partir da hidrolise enzimatica;
« Evitar a degradacdo ou perda de gltcidos;

¢ Evitar a formacdo de subprodutos que sejam inibidores dos passos subsequentes

de hidroélise e fermentagao;
% Apresentar uma boa relagdo custo-beneficio’.

E dificil de determinar um processo de pré-tratamento universal, dada a natureza diversa
dos diferentes tipos de biomassa lenhocelulosica. Tém sido sugeridos, durante as ultimas

. , . . 18
décadas, um grande numero de tecnologias de pré-tratamento .

Os métodos de pré-tratamento podem também ser combinados entre si, até que se atinjam
valores de acucares hidrolisados aceitaveis. Atualmente, estes podem ser classificados em

. . . ;. . ;. - O 9
quatro categorias diferentes: fisicos, quimicos, fisico-quimicos e bioldgicos’.

2.1.6. Hidrolise de materiais lenhocelulosicos

Os polimeros de glicidos, presentes nos materiais lenhocelulésicos, necessitam de ser
convertidos em agucares simples, antes do processo de fermentagdo, através de um

processo denominado de hidrdlise.

A hidroélise (ou sacarificacdo) quebra as ligagdes de hidrogénio, e glicosidicas, nas fragdes
de hemicelulose e de celulose, reduzindo-as aos seus agucares constituintes: pentoses €
hexoses. Estes agucares podem depois ser fermentados em bioetanol, enquanto que a

. 19,2
lenhina resulta num subproduto do processo'”*".

Podem ser utilizados dois tipos de processos para hidrolisar a biomassa lenhoceluldsica.
Os métodos mais utilizados podem ser classificados em dois grupos: hidrolise quimica e
hidrélise enzimatica'. No presente trabalho vamos dar enfase 4 hidrélise enzimatica,

visto ter sido o processo utilizado no decorrer do mesmo.
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2.1.6.1. Hidrolise Enzimadtica

A hidrolise enzimatica de materiais lenhocelulosicos ¢ um processo muito estudado por
apresentar especificidade da reacdo, auséncia de reagdes secundarias (que levariam a
perda de rendimento), auséncia de formagdao de produtos secundarios (inibidores da
fermentacdo alcodlica) e a reacdo da-se em condi¢des suaves que nao requerem altas

. . . . 21
pressdes e temperaturas ou ambientes corrosivos para os equipamentos” .

As enzimas sdo proteinas naturais que catalisam determinadas reagdes quimicas. De
modo a que as enzimas possam funcionar eficientemente, estas devem ter acesso as
moléculas a hidrolisar, o que requer um pré-tratamento da biomassa lenhoceluldsica, para
remover a lenhina, expondo as moléculas de celulose e hemicelulose e, simultaneamente,

quebrar a estrutura cristalina da celulose™.

A hidrélise enzimatica de materiais lenhocelulosicos ¢ um processo lento, porque a
hidrolise da celulose ¢ prejudicada devido a parametros estruturais do substrato, tais como

. . . , . . .. 17
o conteudo de lenhina e hemicelulose, a area de superficie e a cristalinidade da celulose .

Os custos dos equipamentos para operar a hidrdlise enzimatica sdo inferiores em
comparag¢do com a hidrdlise quimica, uma vez que a hidrdlise enzimatica ¢ normalmente
efetuada em condigdes pouco exigentes (pH de 4,8 e temperatura entre 46 ¢ 51°C), ndo

apresentando também problemas de corrosdo'’.

2.1.6.2. Enzimas utilizadas e modo de a¢do das mesmas
As enzimas utilizadas no presente trabalho foram:

v Celluclast 1.5L, produzida por fermenta¢do de uma estirpe selecionada do fungo
Trichoderma reesei, que catalisa a quebra da celulose em glucose, celobiose e

. . 22
polimeros superiores de glucose™;

v" Novozyme 188, uma preparagido enzimatica de celobiase obtida por fermentagdo
de um microrganismo Aspergillus niger. A celobiase hidrolisa a celobiose em

glucose™.
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Foram utilizadas as duas enzimas em simultdneo para obterem-se rendimentos de
sacarificacdo mais elevados, uma vez que uma hidrolise enzimatica eficiente requer um
determinado numero e tipo de enzimas (consorcio). Estas enzimas tém a seguinte

classificacao:

a. Celulases

A celulose ¢ hidrolisada por enzimas denominadas celulases. Estas enzimas sio
produzidas por diversos microrganismos, usualmente por bactérias e fungos. Estes
microrganismos podem ser, no que diz respeito a presenca de oxigénio no meio, aerobios

ou anaerobios, e, no que diz respeito a temperatura, mesofilicos ou termofilicos’.

As Dbactérias pertencentes aos géneros Clostridium, Cellulomonas, Bacillus,
Thermomonospora, Ruminococcus, Bacteriodes, Erwinia, Acetovibrio, Microbispora e
Streptomyces podem eficientemente produzir celulases. Os fungos, tais como as espécies
Sclerotium rolfsii e P. chrysosporium e os géneros Trichoderma, Aspergillus,
Schizophyllum e Penicilium, sao utilizados para produzir celulases. Estirpes mutantes de
Trichoderma sp. (T. viride, T. reesei, T. longibrachiatum) t€m sido ha muito tempo

consideradas como muito produtivas e destruidoras da cristalinidade da celulose’.

Existem diversos fatores que afetam a hidrdlise enzimatica da celulose, nomeadamente, o
tipo de substrato, a atividade das celulases, as condi¢des de reagdo (temperatura, pH, bem
como outros parametros) ¢ a formacdo de produtos inibidores. A taxa da hidrolise
enzimatica da celulose ¢ dependente de varias caracteristicas estruturais da celulose, tais
como: (1) estrutura molecular da celulose, (2) cristalinidade da celulose, (3) area de
superficie da fibra de celulose, (4) grau de dilatagdo da fibra de celulose, (5) grau de

polimerizagdo e (6) presenca de lenhina e de outros materiais associados’.

Trichoderma reesei, ¢ um dos microrganismos mais importantes utilizados na industria,
pois permite uma producdo relativamente mais elevada da enzima celulase.
Tradicionalmente, as celulases foram classificadas em duas classes distintas:
celobiohidrolases (CBH), também chamadas de exo-1,4-B-D-glucanases, ¢ endo-1,4-p-D-
glucanases (EG), baseado nas suas especificidades em relagdo ao substrato, ou seja, a
afinidade para as extremidades da cadeia ou para o interior da cadeia de glucose,

respetivamente. A terceira classe de enzimas que trabalham em conjunto e de forma
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sinérgica com CBH e EG, sdo as B-glucosidases (também designadas celobiases), que
hidrolisam oligossacaridos soluveis ou celobiose em glucose, ndo atuando na celulose
propriamente dita, logo ndo sdo referidas, frequentemente, como celulases
s 9924,25,26,27,28 : . o .

reais . Mas o sistema de celulase da Trichoderma reesei ¢ deficiente em
celobiase, causando a acumulacdo de celobiose, que produz a repressao e a inibicdo do

produto final da enzima. Estas limitam a atividade e sintese enzimatica®.

b. Endoglucanases

As enzimas endoglucanases realizam quebras nas regides amorfas internas da cadeia de
celulose, ou seja, regides desordenadas hidratadas e flexiveis, que produzem
oligossacaridos de varios comprimentos. Sdo responsaveis pela diminui¢do do grau de
polimerizacdo das cadeias celulosicas, consequentemente, as novas extremidades da

cadeia de celulose sdo suscetiveis & acdo das celobiohidrolases®”.

c. Celobiohidrolases

A agdo destas enzimas ocorre nas extremidades das cadeias de celulose, libertando a
celobiose como produto principal’’. Ocasionalmente sio produzidas pequenas
quantidades de glucose durante o estdgio inicial da hidrolise. Uma importante

caracteristica destas enzimas ¢é o facto de poderem atuar na celulose microcristalina®.

Existem dois tipos de celobiohidrolases as CBH I e as CBH 11, as primeiras hidrolisam as
extremidades redutoras das cadeias de celulose em direcdo as extremidades nao redutoras,
enquanto que a hidrolise das extremidades ndo redutoras acontece na direcdo das

extremidades redutoras pela CBH II°%.

d. B-glucosidases

As PB-glucosidases hidrolisam a celobiose e oligossacaridos soluveis em glucose. A
remocao da celobiose ¢ uma etapa importante da hidrélise enzimatica, ja que estas ajudam

a reduzir o efeito inibitorio da celobiose nas enzimas EG e CBHs™>.
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A celobiose apresenta um poder inibidor maior em comparagdo com o da glucose, € a sua
hidrolise ocorre através da acdo de enzimas [-glucosidases, logo € necessario adicionar-se
ao meio B—glucosidases34, para que o efeito inibidor de celobiose acumulada na hidrélise

enzimatica seja diminuido.

Na figura seguinte encontra-se um esquema do modo como as enzimas atuam, ja descrito

anteriormente nas diferentes classificagdes das enzimas.

L e

Exoglucanase Exoglucanase
Terminal n3o redutor Terminal redutor Endoglucanase
(€4 bl w
B-glucosidase Celobiose Glucose

Figura 3. Modo de acio das enzimas®’.

2.2. Cynara cardunculus L. — Cardo

2.2.1. Pratica cultural

Cynara cardunculus L. ou vulgarmente conhecido como cardo ¢ uma cultura herbéacea da
regido do Mediterraneo, cultivada desde a antiguidade como uma planta selvagem ou
como vegetal, utilizando técnicas de gestdo intensiva®®. Cresce naturalmente em
condigOes de habitat duras com altas temperaturas no verdo. Esta espécie estd espalhada
na Europa, Norte da Africa, Madeira, Canarias ¢ América do Sul. Na Peninsula Ibérica

aparece principalmente no sul de Portugal ¢ Andaluzia Espanhola®’.
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TR 2

TNustracao 1. Cynara cardunculus L. - Cardo

A planta adulta de Cynara cardunculus no seu ciclo de crescimento natural apresenta um
crescimento vigoroso, uma unica planta pode atingir uma altura de 3 m e espalhar-se por
uma area de 1,5 m de diametro. O seu crescimento excecional e de grande adaptagdo a
climas mediterranicos sugerem que ¢ uma espécie que pode ser Util para a produgdo de

. 36
biomassa™".

As caracteristicas tipicas de climas mediterranicos sao os verdes quentes € secos com
baixo regime de chuvas anual, bem como a sua distribui¢do irregular. A forma como o
cardo aguenta o verdo ¢ a chamada estratégia de fuga da seca, as partes das plantas acima
do solo secam no verdo, mas a parte da planta subterraneo permanece viva da mesma

maneira como em outras plantas vivazes™.

2.2.2. Utilizacoes da cultura e sua importincia

Cynara cardunculus ¢ uma planta versatil, com um amplo espectro de aplicagdes
potenciais, pode ser cultivada como uma cultura perene na agricultura de sequeiro, com
uma colheita anual da biomassa acima do solo em areas com clima mediterranico,
podendo atingir um alto rendimento de biomassa, na forma de biomassa lenhocelulésica.
Diferentes estudos t€ém demonstrado o elevado potencial desta planta como cultura

energética’®.

As investigacdes sobre cardo como cultura de biomassa potencial comegaram na
Universidade Politécnica de Madrid na década de 80. O primeiro projeto foi desenvolvido
durante 1987-1990 e foi seguido por varios projetos suportados pela EU para avaliar a sua

aptiddo para a producdo de biomassa e de uso potencial. Mais recentemente tem surgido
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inimeros estudos que demonstram o seu potencial como cultura industrial na produgao
biomassa para pasta de papel®’, para forragem verde para alimentar os animais*°, industria
de produtos farmacéuticos™®, como biocombustivel solido®® e para producdo de 6leo

. 38
proveniente das sementes”".

Em 2004, foi implementado em Portugal, a escala experimental uma cultura de Cynara
para fins energéticos, pela Universidade Técnica de Lisboa, no ambito do projeto
INTERREG 1IIB os “ECAS — Energy Crops in the Atlantic Space”. Foi instalada uma
area total de cerca de 150 ha de Cynara no centro sul de Portugal. Com base nos
resultados obtidos, o cardo foi considerado pelas autoridades portuguesas e espanholas
como uma cultura energética elegivel para biomassa e produgdo de petroleo. Este projeto
em grande escala mostrou que ¢ possivel instalar com sucesso o cardo como cultura de
biomassa por meio de maquinas agricolas e praticas sobre retirada de terras™. Foi
observado que a relagdo ao estabelecimento da cultura e desenvolvimento das plantas em
associacdo com a heterogeneidade do solo e topografia do terreno, ¢ agravada pela seca,
que condicionou a produtividade®. A otimizagdo das praticas culturais para a operacio
em grande escala, mostrou ser um passo para a melhoria da produtividade, ou seja, uma
preparagao cuidadosa do solo, adubacao e controle de plantas daninhas. A variabilidade
entre as plantas, ou seja, na producao de sementes, também sugere potenciais beneficios

de melhoramento de plantas™.

No trabalho realizado por Ballesteros et al.*’, o cardo foi pré-tratado com 4cido sulfurico
diluido, num reator fechado. O efeito da temperatura (160-200°C), carga de acido (0-
0,2%) e solido/liquido (razdo de 5-10%) em rendimentos globais de actcar foi estudado
utilizando um método de superficie de resposta de acordo com um desenho experimental
de Box-Behnken. A andlise quimica do material em bruto mostrou a seguinte composi¢ao
por percentagem de peso seco: 33,8 de celulose; 18,5 de hemicelulose dos quais 14,7
eram xilose, 1,2 arabinose, 2,0 galactose, e 0,6 de mananose; 14,0 de lenhina insoltvel
em acido e 2,4 de lenhina soluvel acido; 3,8 dos grupos acetil; 6,6 de cinzas e 14,3% do
total eram extrativos. O rendimento maximo de xilose foi obtido a 180°C, com 0,1 ou
0,2% (w/w) de carga de acido. A concentragdo de solido estudada (razdo de 5-10%) nao
mostrou impacto significante na concentragdo de xilose na fragdo liquida gerada apos o
pré-tratamento. O méaximo rendimento obtido na hidrolise enzimadtica foi de 81% com

0,1% (w/w) de acido sulfurico, a 200°C e com 10% (w/v) de concentra¢do de sélido. Os

16



Valorizagao da Biomassa Lenhocelulosica: Estudo da Sacarificagdo Enzimatica do
Cardo e da Esteva

rendimentos obtidos foram relativamente baixos para aplicagdes industriais de etanol, o

que requer novos melhoramentos.

De acordo com Oliveira et al.*!, os talos da Cynara sdo constituidos por polissacarideos
(57,4%), dos quais 36,3% eram celulose ¢ 16,3% de hemicelulose, tendo um bom
potencial para ser usado na producdo de metano. Para isso estes autores realizaram um
primeiro tratamento da Cynara, utilizado um método térmico onde utilizaram agua
destilada (auto hidrélise) e um segundo tratamento, termoquimico, onde substituiram a
agua destilada por NaOH. O método de pré-tratamento termoquimico que mostrou ser
mais eficiente na hidrolise de Cynara para a produgdo de metano foi o que utilizou
NaOH. O trabalho realizado tinha como objetivo apresentar resultados sobre a producao
de metano obtida de talos de Cynara, quando submetidos a digestdo anaerdbica, e os
efeitos de pré-tratamentos selecionados (mecénicos, térmicos e termoquimicos). No
entanto, segundo os mesmos autores ainda ha trabalho a ser feito em termos de escolha do

pré-tratamento mais adequado.

Gominho et al.’’, investigaram o potencial de produgdo de celulose a partir de Cynara,
estudando a anatomia, composi¢do quimica e potencial de polpacdo dos caules, bem

como uma estimativa dos custos de producao de biomassa.

O potencial de Cynara como cultura energética, reside principalmente na sua aplicacao
como um biocombustivel s6lido™. A sua produgio como combustivel solido deve-se
sobretudo 4 elevada producdo de biomassa nas condi¢des edafoclimaticas do
Mediterraneo com reduzidas entradas (energéticas e nutritivas), reduzida humidade do
material colhido e a constituicido da biomassa, sobretudo celulose, hemiceluloses e

lenhina e a um elevado calor especifico™®.

O potencial da biomassa para a produ¢do pasta de papel ¢ também um estudo que tem
vindo a crescer, a partir da Cynara foi estudado no 4mbito de um projeto europeu’®, por
uma parceria do “Instituto Papelero de Espana” (Espanha), o “Ordinariat fur
Holztechnologie” na Universidade de Hamburgo (Alemanha), o “Departamento Florestal
do Instituto Superior de Agronomia de Lisboa” (Portugal) e do “Institut National

Polytechnique de Toulouse” (Franca). Esta aplicacdo foi vista como uma alternativa
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interessante dentro do sector de polpas de madeira, dado que as propriedades da polpa

Cynara sdo semelhantes as da polpa de eucalipto™.

Outras das utilizagdes do cardo estdo relacionadas com o seu conteido em cinarina e
silimarina. Estes compostos atuam como antioxidantes, hepatoprotetores e inibidores da
sintese de colesterol, pelo que s3o utilizados na producdo de medicamentos para o
tratamento do figado ou de doencas hepaticas’®*’. Pode ainda ser usada em pratos de
comida regionais (ex: sopas e saladas), mas principalmente como uma fonte enzimatica

para a coagulacio do leite em queijo tradicional®”’.

2.3. Cistus ladanifer L. — Esteva

2.3.1. Pratica cultural

A espécie Cistus ladanifer L. (Cistaceae), também conhecida por esteva ¢ um arbusto do
Mediterraneo ocidental que cresce apenas em solos siliciosos. Coloniza areas degradadas

e tem uma distribuico amplificada como resultado da perturbagio humana**.

Tustracgao 2. Cistus ladanifer L - Esteva

2.3.2. Utilizagoes da cultura e sua importancia

Existem muito poucos trabalhos publicados, relativamente a utilizagdo da esteva como

1% De acordo com o estudado por, Gil ef al.*,

matéria-prima para produgao de bioetano
a composicdo quimica da esteva revelou alto teor de glucose (41%), lenhina (37%) e
extrativos semelhantes ao material de madeira macia. O rendimento da hidrélise

enzimatica foi de 2% de glicose, apds o tratamento com acido a 1% durante 20 min.
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Processos atuais de produgao de etanol, utilizando culturas, tais como, a cana-de-agtcar e
milho ja se encontram estabelecidas, no entanto, a utilizagdo de uma matéria-prima mais
barata como ¢ o caso do material lenhocelulosico pode tornar mais competitiva a
producao de o bioetanol em relacdo ao combustivel fossil, sem as preocupagdes éticas

. . . . 45
associadas ao uso de recursos alimentares potenciais .

No estudo realizado por Ferreira et al.*’, foi estudada a hidrélise enzimatica, como uma
abordagem estatistica com um desenho experimental, de Cistus ladanifer e Cytisus
striatus pré tratado com acido sulfurico a 2,6% (w/w) numa propor¢do de 2 g de biomassa
seca/10 ml de acido sulfurico, durante 75 min a 150°C. A concentragdo de celulase
utilizada foi de 60 FPU/g de biomassa seca e produziu 313 mg de glucose (por g de
biomassa seca para esteva pré-tratada) e 448 mg de glucose (por g de biomassa seca para
giesta pré-tratada). A validacdo do modelo mostrou uma boa concordancia entre os
resultados experimentais e as respostas previstas. A esteva teve um rendimento de

glucose muito inferior ao de giesta.

Segundo um estudo realizado por Andrade et al.*’, foram caracterizados os extratos de
etanol e acetona/agua de Cistus ladanifer e Arbutus unedo L. quanto ao contetido fendlico
total e flavonoides. Todos os extratos de materiais lenhocelulosicos estudados foram
consideradas importantes fontes de flavonoides e polifendis e também mostraram

atividade antioxidante significativa.

Existem poucos estudos biogeograficos e evolutivos da colonizagdo do endereco das
plantas e origem das linhagens das mesmas no Mediterraneo. A Cistus ladanifer serve
como um excelente modelo para estudar a dispersdo de didsporos e padrdes de
distribui¢do de plantas apresentando mecanismos especiais de longa distdncia de

dispersao®®.

A utilizagdo da esteva para fins energéticos, além do uso direto na queima ¢ praticamente
inexistente. O tratamento com hidrélise acida como nos mostram os trabalhos ja
realizados ¢ ineficiente para o uso deste material lenhoceluldsico para a produgdao de
biocombustiveis. O trabalho realizado nesta tese ¢ muito importante pois serviu para
aumentar o conhecimento na drea, com aplicagdo de outros tratamentos sem ser a

hidrolise acida diluida.
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Capitulo 3 — Atividade Enzimadtica

3.1. Caracterizacdo da Atividade Enzimadtica

A atividade enzimatica ¢ extremamente dependente do meio em que se encontra,

principalmente do pH e da temperatura.

De acordo com o que foi apresentado no capitulo anterior, neste capitulo vamos
concretizar como se fazem algumas medicoes de atividades especificas das enzimas.
Estas baseiam-se no que vem descrito na publicacdo emitida de acordo com as regras da
IUPAC. Na hidrolise enzimatica foram usadas duas enzimas comerciais, a Celluclast 1.5L
que ¢ uma celulase obtida do fungo Trichoderma reesei € uma preparagdo enzimatica de
Celobiase (B-glicosidase) Novozymes©, obtida do fungo Aspergillus niger. A
uniformizagdo descrita na publicagdo referida permite estabelecer concentragdes
especificas e comparar com ensaio feitos com matérias-primas diferentes, aplicando as

mesmas condigdes experimentais.

3.2. Materiais e Métodos

3.2.1. Determinacgdo da atividade do consdrcio das celulases sobre papel de
ﬁltro49

A TUPAC recomenda a utilizagdo de papel de filtro Whatman n° 1 como substrato ideal

para a determinacdo da atividade total da celulase.

A atividade das celulases sobre papel de filtro foi determinada colocando uma tira de 1 x
6 cm papel de filtro Whatman n° 1 em 1 mL de tampao citrato 0,05M pH 4,8 ¢ 0,5 mL da
enzima. Foram utilizadas dilui¢des da enzima de forma a obter massas de glicidos
redutores inferior e superior a 2 mg. Foram incubados os tubos durante 1 hora a 50°C. As

amostras foram analisadas pelo método do DNS.
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A atividade foi entdo obtida de acordo com a equacdo 1, em que uma unidade FPU de
atividade enzimatica ¢ definida pela quantidade de glucido redutor equivalente a glucose

em mM/min produzido por ImL de solugdo enzimatica.

0,37

FPU=

(units mL™?) )

[enzimal qus liberta Zmg glucoss

3.2.2. Determinacao da atividade da celobiase”

A TUPAC recomenda a utilizacdo da celobiose como substrato ideal para a determinacao

da atividade da celobiase.

Colocaram-se em tubos de ensaio 1,0 mL da enzima diluida em tampao citrato 0,05 M pH
4,8. Utilizaram-se 4 diluicdes da enzima de forma a serem obtidas massas de glucose
inferior e superior a 1,0 mg. Foram adicionados 1,0 mL de celobiose 15 mM recém-
preparada em tampao citrato 0,05 M pH 4.,8. Os tubos foram colocados num banho
termostatizado a 50 °C durante 30 minutos e de seguida colocados em banho de gelo de
modo a parar a rea¢do. As amostras foram analisadas por RI-HPLC, como se indica na,
seccdo 3.2.5. para conhecer-se os contetidos de glucose. A atividade foi determinada a

partir da equagao 2.

0.,0%28
CB =

" [enzimal gus liberta 1mg glucose

(units ml™ ) )

3.2.3. Determinag¢do  da  atividade da  Endoglucanase  sobre

. . 49
carboximetilcelulose

A TUPAC recomenda a utilizagdo da carboximetilcelulose de viscosidade média (CMC)

como substrato ideal para a determina¢do da atividade da Endoglucanase.

Colocaram-se em tubos de ensaio 0,5 mL de carboximetilcelulose a 2% em tampao citrato
0,05 M pH 4,8. Foram adicionados 0,5 mL das enzimas. Utilizaram-se dilui¢des da
enzima de forma a serem obtidas massas de glucose (= glucidos redutores) inferior e

superior a 0,5 mg. Os tubos foram colocados num banho termostatizado a 50 °C durante
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30 minutos e de seguida foram colocados num banho de gelo de modo a parar a reagio.
As amostras foram analisadas pelo método do DNS. A atividade CMC foi obtida pela

equacao 3.

0,185

CMC = (units mL™Y)  @3)

[enzimal gue liberta 0,5mg glucoss

3.2.4. Metodologia de andlise - DNS

O método do DNS consiste na reducao do acido 3,5-dinitrosalicilico a acido 3-amino-5-
nitrosalicilico ao mesmo tempo que o grupo aldeido do glicido ¢ oxidado a grupo
carboxilico, com o desenvolvimento de uma coloracdo avermelhada, lida no

espectrofotometro a 540nm.

O reagente DNS foi preparado dissolvendo 10g de 4cido 3,5—dinitrosalicilico em 500 mL
de agua destilada; de seguida adicionaram-se 200 mL de NaOH 2M e 300 g de tartarato
de sddio e potassio (sal de Rochelle). Adicionou-se em seguida 700 mL de agua destilada

e guardou-se a solugdo a temperatura ambiente.

A concentragdo de glucidos redutores foi determinada colocando em tubos de ensaio 0,5
mL de amostra, 1,0 mL de tampao citrato, adicionando-se de seguida 3 mL de reagente
DNS. Os tubos foram colocados em banho de agua a ferver durante Sminutos e de
seguida foram colocados em banho de dgua gelada para parar a reacdo. Adicionaram-se
15 mL de agua destilada e apos 20 minutos de repouso, as absorvancias foram lidas a
540nm no espectrofotometro HeAlos, da Thermo Scientific. Para a constru¢do da curva de

calibragdo usou-se a glucose como padrao.

3.2.5. Metodologia de andlise — UV-RI-HPLC

Os cromatogramas foram feitos utilizando um equipamento LaChrome Merck Hitachi
com um software D HSM-7000 e com os seguintes componentes: um moddulo de interface
L7000, um amostrador automatico L7200, um detetor RI L7490, detetor UV-Vis L-7420,
forno de coluna L7350 e uma bomba L7100. Foi utilizada a coluna de troca i6nica de

exclusao Aminex HPX- 87H (7,8 mm x 300 mm) com uma pré-coluna de troca cationica
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Micro-Guard Cation H Cartridges da Bio-Rad (E.U.A.) a 50° C com um fluxo de 0,6
mL/min e volume de inje¢do de 20 pL para a andlise dos licores dos tratamentos de
hidrolise acida e sobrenadantes da hidrolise enzimatica; e o fluxo de 0,4 mL e volume de
injecdo de 50 puL para a anélise quantitativa de solidos. Foi utilizada uma solugao 5,0 mM
de 4cido sulfirico como fase movel. As amostras e eluentes foram pré-filtrados com

filtros Pall com um tamanho do poro de 0,45 pum.

3.3. Resultados e Discussdao

3.3.1. Determinacdo da atividade do consorcio das celulases sobre papel de

filtro

Segundo o método descrito por Ghose™, a atividade da celulase sobre papel de filtro deve
ser obtida utilizando varias diluigdes da enzima, sendo necessario que exista uma diluicao
que produza uma quantidade proéxima dos 2 mg de glucidos redutores formados durante

os 60 minutos de incubacao do ensaio.

Este parametro foi determinado em diversos momentos do trabalho, de modo a garantir
que a enzima mantinha a mesma atividade ao longo do tempo. Os valores de atividade
obtidos foram utilizados para calcular o volume final de enzima a utilizar nos ensaios de

hidrolise.

No desenho experimental, Gltimos ensaios realizados, foram utilizadas novas enzimas
visto que as anteriores ja nao tinham quantidades suficientes para realizar todo o ensaio.

Destas novas enzimas também foi medida a atividade duas vezes.
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R*=0,98 —— Linear {Outubro)

-2,000 - —— Linear (Novembro)
y=0,3314x-2,9456

-2,500 - R?=0,9894

-3,000 -

massa glucidos redutores {mg)

Figura 4. Representagdes graficas de log (1/dilui¢do) em fun¢do da massa de glicidos redutores formados
pela agdo da primeira enzima Celluclast 1.5L utilizada (para os ensaios dos capitulos 5 e 6), para
determinagdo da sua atividade sobre papel de filtro. Determinou-se a atividade total da enzima duas vezes

ao longo do tempo. Os valores representam a média (n=2).

Tabela 1. Valores obtidos de atividade total da Celluclast 1.5L sobre papel de filtro, expressa em FPU/mL.

Outubro Novembro
Atividade (FPU/mL) 58,59 66,34

Os valores obtidos estio dentro dos valores encontrados na bibliografia, pois Rabelo',
obteve valores de 68 FPU/mL, Ballesteros et al40, valores de 65 FPU/mL e Sengoso
obteve valores de 42 ¢ 47 FPU/mL.

24



Valorizagao da Biomassa Lenhocelulosica: Estudo da Sacarificagdo Enzimatica do
Cardo e da Esteva

Al

-~

-

5 1500 1 v =0,3097x-3,0121 B Abril

] R?= 0,9837 — Linear (Fevereiro)
-2,000 — Linear (Abril)
-2,500 y=0,2424x-2,8868

R?=0,9474

-3,000 -

massa glucidos redutores {(mg)

Figura 5. Representagoes graficas de log (1/dilui¢do) em fungdo da massa de glicidos redutores formados
pela acdo da segunda enzima Celluclast 1.5L utilizada (para os ensaios do desenho experimental, capitulo
7), para determinagdo da sua atividade sobre papel de filtro. Determinou-se a atividade total da enzima duas

vezes ao longo do tempo. Os valores representam a média (n=2).

Tabela 2. Valores obtidos de atividade total da Celluclast 1.5L sobre papel de filtro, expressa em FPU/mL.

Fevereiro Abril
Atividade (FPU/mL) 78,14 95,22

Os valores encontrados estdo um pouco acima dos encontrados na bibliografia como ja
foi referido anteriormente. As diferengas encontradas de um més para o outro seriam de
esperar existirem se a atividade fosse menor, ou se a enzima tivesse sido filtrada. Como
isto ndo ocorreu podemos apontar como erros de pipetagem ou com o facto de as enzimas

. . . 51,52
terem uma viscosidade muito elevada.”

3.3.2. Determinacao da atividade da celobiase

Na figura estd representada a linearizagdo utilizada na determinagdo da atividade da

celobiase constituinte do complexo enzimatico da celulase.
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A atividade da celobiase foi determinada também segundo o método de Ghose *°, em que
¢ necessario usar-se dilui¢cdes de celulase que produzam aproximadamente 1 mg de
glicidos redutores durante os 30 minutos de incubacdo do ensaio. A atividade de
celobiase determinada foi de 5,25 CB/mL para a Celluclast 1.5L, valor este que se
encontra proximo comparativamente ao encontrado na literatura para a mesma enzima

6,76 CB/mL, obtido por Sengo’’.

Para a Novozyme 188 a atividade determinada foi de 196,73 CBU/mL e 256,26
CBU/mL (valores utilizados para os ensaios dos capitulos 5 e 6) e 564,76 CBU/mL
(valor utilizado nos ensaios do desenho experimental, capitulo 8). Os valores utilizados
nos ensaios dos capitulos 5 e 6 encontram-se baixos comparativamente aos encontrados
na bibliografia para a mesma enzima, 350,29 CBU/mL e 590 CBU/mL, ja para os ensaios

. ros 16,4
do desenho experimental os valores encontram-se proximos' .

0,000 T T T T 1

-2,000 ~

-2,500 -
massa glucose {mg)

Figura 6. Representacdo grafica de log (1/dilui¢dao) em fun¢do da massa de glucose formada pela ag¢do do
complexo da enzima Celluclast 1.5L (para os ensaios dos capitulos 5 e 6) para determinacao da atividade da

celobiase sobre celobiose. Os valores representam a média (n=2).
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Figura 7. Representacdo grafica de log (1/dilui¢do) em fungdo da massa de glucose formada pela a¢do do
complexo da enzima Novozyme 188 (para os ensaios dos capitulos 5 e 6) para determinacgdo da atividade da

celobiase sobre celobiose. Os valores representam a média (n=2).

éo-z,smﬂ - y=0,5529x-4,3419
-3,000 A R?=0,9963
-3,500
-4,000 -
-4,500 -

massa glucose (mg)

Figura 8. Representacdo grafica de log (1/diluigdo) em fung@o da massa de glucose formada pela agdo do
complexo da enzima Novozyme 188 (para os ensaios do desenho experimental, capitulo 7) para

determinag@o da atividade da celobiase sobre celobiose. Os valores representam a média (n=2).

3.3.3. Determinacdao da atividade da  Endoglucanase  sobre

carboximetilcelulose

Na figura seguinte esta representada a linearizagdo utilizada para determinar a atividade

da endoglucanase constituinte do complexo enzimatico da celulase.
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A atividade do complexo enzimatico sobre carboximetilcelulose ¢ especifica da
endoglucanase. Segundo o método de Ghose®, deverdo ser usadas dilui¢des da enzima
que permitam a producdo aproximada de 0,5 mg de glucidos redutores durante os 30 min
de incubacdo. Obteve-se uma atividade da enzima Celluclast 1.5L de 855,25 CMC/mL
para a endoglucanase, valor bastante superior ao encontrado na bibliografia, 217,39 por
Sengo™ e uma atividade da enzima Novozyme 188 de 13,16 CMC/mL para a

endoglucanase.

0,000 T T T 1
0 506),(_: 00 0,200 0,400 0,600 0,800

-1,000 -

1,500 -
=,000 -

S~
9,500 - y = 2,8581x- 4,962
R?= 0,9031

o
=3,000 -

Figura 9. Representacao grafica de log (1/diluicdo) em fungdo da massa de glucose formada pela a¢ao do
complexo da enzima Celluclast 1.5L, para determinagdo da atividade da endoglucanase sobre

carboximetilcelulose. Os valores representam a média (n=2).

0,000 : : : .
0,000 0,500 1,000 1,500 2,000
-0,500 -
— -1,000 -
% -1,500 -
S /.\,= 1,0423x-2,3693
R?=0,9635
-2,000 - '
! L
-2,500 -
massa glucose {mg)

Figura 10. Representacao grafica de log (1/dilui¢@o) em funcao da massa de glucose formada pela acdo do
complexo da enzima Novozyme 188 para determinacdo da atividade da endoglucanase sobre

carboximetilcelulose. Os valores representam a média (n=2).
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Capitulo 4 — Caracterizacdo dos materiais

lenhocelulosicos

4.1. Introducao

O conhecimento da composi¢ao quimica da biomassa ¢ de extrema importancia para a
compreensdao das suas propriedades e para a sua correta utilizacdo. As normas adotadas

para a realizagdo destas analises quimicas sdo as que estdo normalizadas pela NREL>.

A caracterizagdo quimica da fragcdo sélida de todos os materiais que foram utilizados na
realizacdo da tese, assim como os pré-tratamentos com hidrélise dcida foram efetuados

por Miguel Ferro, investigador do CEBAL.

Os pré-tratamentos utilizados no processo de sacarificagao do cardo e da esteva foram a

explosao a vapor, explosao a vapor lavada com NaOH e a hidrolise acida.

4.2. Materiais e Métodos

4.2.1. Biomassa Lenhocelulosica
As biomassas lenhoceluldsica estudadas neste trabalho foram o cardo e a esteva.

O cardo utilizado foi o cardo cultivado (seco) e foi colhido no Centro Experimental da
Escola Superior Agraria de Beja em 2008. A esteva (com mais de 10 anos) foi colhida no

Monte do Vento no Municipio de Mértola, no Baixo Alentejo.

Depois de colhido e antes ser submetido ao pré-tratamento as biomassas foram reduzidas
e peneiradas de modo a obter particulas entre 40 e 60 mesh. Apos serem efetuados os pré-
tratamentos e as biomassas serem reduzidas e peneiradas, as biomassas foram sujeitas a
uma analise quantitativa como se indica no ponto 4.2.5.° para se conhecer a sua

composi¢ao quimica.
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4.2.2. Pré-tratamento com Explosdo a Vapor

A explosdao a vapor ¢ o pré-tratamento fisico-quimico mais amplamente utilizado na
biomassa lenhocelulosica. Neste, a biomassa ¢ sujeita a altas pressdoes de vapor e, em
seguida, a pressao ¢ rapidamente reduzida, o que faz com que os materiais sejam

. ~ . 1
submetidos a uma descompressdo explosiva'®.

Este pré-tratamento foi realizado pelo Prof. Janis Gravitis, do Laboratory of eco-effective

Conversion, do Latvian State Institute of Wood Chemistry em Riga, Latvia.

O Pré-tratamento de Explosdo de vapor foi realizado durante 1 minuto a 235°C, 32
bar/min. As amostras foram tratadas com vapor saturado, num reator de 0,5 L (pressdo
méxima de funcionamento Kg/cm®) ¢ uma cdmara de rececio de 30L. O reator foi
equipado com uma valvula esférica de abertura rdpida e um dispositivo eletronico
programado para um controle preciso do tempo e da temperatura do vapor. O fator de

gravidade encontra-se descrito na equacao 4.

@)
Onde:

e t—duragdo do tratamento (minutos)
e T - Temperatura (°C)
e LogRy=3,97 nas condi¢des testadas.

A amostra utilizada para o ensaio enzimatico foi embebido durante 24 horas, em tampao

de citrato a pH 4.8, para realizar a reidratacao.

4.2.3. Pré-tratamento com Explosdo a Vapor tratado com NaOH

Este pré-tratamento ¢ uma lavagem da biomassa explosdo a vapor com uma solucio

alcali, a solucdo usada ¢ de hidréxido de sodio (NaOH) a 2%, depois de reidratada.

Para efetuar o tratamento foi pesado 10g de biomassa (cardo e esteva) e foram deixadas a

hidratar com agua destilada durante 24 horas (100ml). Foi efetuada uma solucdo de
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NaOH (2%). Filtrou-se a amostra com bomba de vacuo e pesou-se a biomassa hidratada.
Colocou-se por cada 10g de biomassa hidratada 50ml de solucdo de NaOH (2%), e
durante 15 minutos, agitou-se suavemente. Foi posteriormente lavado abundantemente

com agua destilada quente até ficar com pH neutro. Por fim congelou-se.

4.2.4. Pré-tratamento com Hidrélise Acida

O objetivo principal dos pré-tratamentos acidos ¢ o de solubilizar a fragdo de

. . . ’ \ . 1
hemicelulose da biomassa e tornar a celulose mais acessivel as enzimas'®.

4.2.4.1. Solugdo stock H2504 3,5% (w/v)

A solucado foi preparada a partir de uma solucdo de H,SO4 98%. Tendo em conta que o
volume final que necessitdivamos era de 200 ml (para dois ensaios) € com uma

concentracao final de 3,5%:

(©))

Entdo retirou-se 7,14 ml da solucdo de 98% e diluiu-se com agua destilada até¢ volume
final de 200 ml. Tendo sempre em conta que a agua tem que ser colocada em primeiro

lugar e so depois € que se coloca o acido.

4.2.4.2. Cdlculo do peso seco (% Humidade)

Colocou-se 2 cadinhos durante a noite (8h) na estufa a 105°C até peso constante, de modo
a que a humidade seja retida para os nossos célculos. Apos as 8 horas retirou-se os
cadinhos da estufa e foram colocados no exsicador para arrefecerem até temperatura
ambiente e registou-se o peso. Pesou-se 1g da amostra no cadinho e colocou-se na estufa
a 105°C durante a noite (16h), ap6s o tempo de espera transferiu-se para o exsicador e

deixou-se arrefecer até temperatura ambiente.

Pesou-se o cadinho com a amostra e foi descontado o peso do cadinho (Wf). Calculou-se

a percentagem de humidade da biomassa de acordo com a seguinte formula:
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(Wi— Wf) x 100
Y humidade = -

(6)
E necessario sabermos a quantidade de agua presente na amostra, para aquando dos
calculos da hidrolise enzimatica sabermos a quantidade de 4gua que temos que adicionar

a mesma para perfazer o volume pretendido.

4.2.4.3. Reacdo de Hidrdlise Acida

Retirou-se o peso de um frasco de Schott de 250 ml e anotou-se o seu peso. Tendo em
conta que queriamos colocar na nossa amostra uma razao liquido solido (LSR) de 10,
calculamos a quantidade de acido sulfurico a 3,5% para acrescentar a nossa amostra,

tendo em conta o teor de 4gua existente na amostra.

Colocou-se no frasco de Schott 6 g da amostra e adicionou-se a fragdo liquida, solugdo
acida 3,5%, para perfazer a o volume de modo a ter RLS 10 (ou 60 mL). Anotou-se o
peso e colocou-se a autoclave a 130°C (ou 140°C, dependendo da temperatura a que
vamos sujeitar a nossa biomassa). Anotou-se o tempo que a autoclave leva a chegar dos
100 a 130°C (ou 140°C). Deixou-se a autoclave a 130°C (ou 140°C) durante 55 minutos.
Apds o tempo de reagdo, desligou-se a temperatura e abre-se a ventilacdo e anotou-se o
tempo que levou para passar dos 130°C (ou 140°C) a 100°C. Depois de arrefecer anotou-
se o peso. Quando a autoclave atingiu cerca de 80°C retirou-se o frasco da autoclave e
colocou-se em agua fria para que ele possa chegar a temperatura ambiente o mais rapido

possivel.

4.2.4.4. Filtracao

Devido a toxicidade dos vapores acidos gerados, é importante que, depois da hidrolise
acida todo o trabalho foi realizado no interior da hotte. Antes de iniciar a etapa da
filtracdo, tomou-se o peso dos materiais que foram utilizados na filtragdo tem que ser

feito (funil de Biichner e papel de filtro molhado).

Retirou-se uma amostra, logo apds a abertura do frasco, com uma seringa de 2 ml e

filtrou-se com um filtro de 0,2 um, para uma analise posterior por HPLC.
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Filtrou-se as amostras com a bomba de vacuo, separando a fase liquida da fase solida.
Foram pesados novamente os materiais de filtracao, a fim de ter a massa da fase solida. A
fase liquida foi congelada a -20°C para posterior analise, a fase solida foi lavada
cuidadosamente com agua destilada, até atingir um pH proximo do neutro ou pH igual a
4,8. Mediu-se o pH da fase liquida e mediu-se os solidos totais da fase liquida, colocando
1 g do licor a 105°C durante 16 horas (durante a noite). Retirou-se uma parte da fase
solida (7-8 g), para secar a temperatura ambiente durante 3 dias para posterior
caracterizacdo. A fase solida restante foi entdo armazenada a -20°C. Mediu-se os solidos

totais (105°C) de fase solida para calcular a recuperacao do s6lido do pré-tratamento.

4.2.5. Caracterizacdo Quimica da Biomassa

O cardo e a esteva nao tratados foram sujeitos a extragdo inicialmente com agua e depois
com etanol, de acordo com os procedimentos para analise de lenhocelulosicos do NREL
(National Renewable Energy Laboratory, EUA)**. Foram medidas as humidades e cinzas,
também segundo o protocolo estabelecido pelo NREL. O material que ¢ pré-tratado
considera-se livre de extrataveis, uma vez que estes foram libertados durante o pré-

tratamento, pelo que nao foram sujeitos aos processos de extragao.

Numa primeira etapa, reservou-se 2 cadinhos e 2 cadinhos filtrantes, ja previamente
tarados a 575°C. Pesou-se 1g da amostra no cadinho (prepara-se sempre em duplicado) e
colocou-se na estufa a 105°C durante a noite. Apos o tempo de espera, calculou-se o peso
seco (% de humidade). Da amostra pesou-se 0,3 g = 0,01 g para um tubo de ensaio e
colocou-se com 3 mL de H,SO4 72% durante 1 hora num banho a 30°C (misturando
sempre de 10 em 10 minutos). Depois transferiu-se as amostras para frascos de Schott de
100 ml, onde foi adicionada 4gua destilada a mistura de modo a ter-se uma concentracao
final de 4cido de 4%, (fica com volume final de 84 ml), e foi autoclavada durante 1 hora a
121°C. Depois de completo o ciclo de autoclavagem, deixou-se o hidrolisado arrefecer até
temperatura ambiente, como foi indicado no ponto 4.2.4.3. Apos abrir o Schott, retirou-se

uma amostra e analisou-se por UV-RI-HPLC como se indica no capitulo 3, sec¢ao 3.2.5.
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Na analise por HPLC, os agucares glucose, xilose, arabinose, galactose ¢ manose; 0s
acidos acéticos, levulinico e formico foram detetados por RI. Utilizou-se um detetor UV a

280 nm para a analise de furfural e hemi-furfural, quando nao foi detetado pelo RI.

Depois de se retirar a amostra para a analise por UV-RI-HPLC, filtrou-se o restante
liquido com bomba de vacuo com ajuda cadinhos filtrantes previamente tarados, para a

medi¢do de lenhina insoliivel em acido, e colocou-se a fracdo liquida no congelador.

Utilizou-se agua destilada para lavar a fase sodlida, certificando-se sempre que toda a
matéria organica existente no frasco foi transferida para o cadinho filtrante. Colocou-se o
cadinho filtrante para secagem, na estufa a 105°C, toda a noite, e ap6s o tempo transferiu-
se para o exsicador e deixou-se arrefecer até¢ temperatura ambiente, registou-se o peso,

para o célculo do peso seco.

De seguida, colocaram-se os cadinhos filtrantes e os cadinhos na mufla a 575°C durante
20 horas. Apos as 20 horas, colocou-se novamente no exsicador para arrefecerem até
temperatura ambiente e registou-se o peso, para o calculo das cinzas. Por ultimo calculou-

se a lenhina de Klason.

4.3. Resultados e Discussdo

Na tabela 3 esta registada a composi¢@o dos hidratos de carbono estruturais e lenhina da
matéria-prima inicial, cardo e esteva sem tratamentos livre de extrativos. A percentagem
de extrativos encontrados para o cardo foram de 9,30 £0,21 e para a esteva foi de 16,69
+1,78, sendo a percentagem de cinzas de 3,89 + 0,0050 para o cardo e de 2,86 = 0,069 para

esteva.

Tabela 3. Composicdo quimica de Cynara cardunculus (cardo) e Cystus ladanifer (Esteva) livre de

extrativos por 100 g de biomassa seca.

Composicdo Quimica Cardo (%) Esteva (%)
Proteina 1,65+0,15 1,50 + 0,585
Lenhina de Klason 19,53+0,050 26,67 £ 0,66
Glucanos* 29,62 £ 0,067 22,87+0,12
Xilano 12,57 £ 0,31 14,71 £0,12
Arabinano nd nd
Grupos Acetilo 6,35+0,15 7,33 +£0,08
Hemicelulose** 18,92 £ 0,31 22,04 £0,12

* Glucanos = celulose; ** Hemicelulose = xilano + arabinano + grupos acetilo; nd — ndo detetado
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Os valores obtidos na analise estdo, de um modo geral, dentro da faixa de valores
encontrados na literatura’. Normalmente ndo sio encontrados valores fixos mas sim uma
gama de valores, isto porque a constituicdo final de cada planta sofre influéncias, como
por exemplo, o clima, constituicdo do solo, época de colheita, entre outros, o que faz com

que plantas da mesma espécie tenham caracteristicas diferentes.

Na tabela 4 e 5 encontra-se a composi¢cdo quimica do cardo e da esteva, respetivamente,
pré-tratados com hidrolise acida a 130°C e a 140°C (HA), explosdao de vapor (EV) e
explosao de vapor e lavada com NaOH (EV-NaOH).

Tabela 4. Composigdo quimica dos solidos resultantes nos pré-tratamentos de cardo com hidrolise acida (HA)
a 130°C e a 140°C, explosdo de vapor (EV) e explosdo de vapor lavada com NaOH (EV-NaOH) por 100 g de

biomassa seca.

. Cardo (%)
COQ":’?ZSI.?ZO Pré-tratamento
HA 130°C  HA 140°C EV EV-NaOH HA 130°C (DE)
Lenhina de Klason | 30,90+6,10 44,74+0,09  37,72+0,43  23,29+0,00 40,42+0,00
Glucano™ 57,92+2.56 46,76+0,14  35,40+0,41 71,75+0,00 48.94+1,12
Xilano 1,50+0,07 nd 5,18+0,0063 nd 1,88+0,034
Arabinano nd nd nd nd nd
Grupos Acetilo 8,01£0,64  7,94+0,73 nd 8,44+0,33 nd
Hemicelulose** 9,51+0,64  7,94+0,73  5,18+0,0063  8,44+0,33 1,88+0,034

* Glucano = celulose; ** Hemicelulose = xilano + arabinano + grupos acetilo; nd — ndo detetado

Com ja foi referido na revisdo bibliografica, a analise quimica do material em bruto do
cardo utilizada por Ballesteros et al.*’, mostrou a seguinte composicio em percentagem
de peso seco: 33,8 de celulose; 18,5 de hemicelulose dos quais 14,7 eram xilano, 1,2
arabinano, 2,0 galactano, e 0,6 de manano; 14,0 de lenhina insolivel em acido e 2,4 de
lenhina soluvel acido; 3,8 dos grupos acetil; 6,6 de cinzas e 14,3% do total eram
extrativos. A composicao de cardo presente (tabela 3) tem um teor ligeiramente mais
elevado de hemicelulose e lenhina de Klason, sendo as cinzas mais pequeno do que o
relatado por Ballesteros er al*’, os extrativos e a celulose apresentam valores

equivalentes.

O cardo usado neste trabalho apresentou valores superiores para a celulose, lenhina de
Klason e hemicelulose, os restantes valores encontram-se equivalentes aos apresentados

por Shatalov & Pereira’’, cuja composi¢do foi 39,28 de celulose; 30,59 de hemicelulose;
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15,46 de lenhina insoluvel em acido (Klason) e 2,73 de lenhina soluvel acido; 5,44 de

cinzas e 7,36% do total eram extrativos.

Quando s3ao efetuados os pré-tratamentos no cardo, uma parte significativa da
hemicelulose ¢ degradada, contribuindo para compostos com um teor mais elevado em
celulose (Tabela 4) do que o material de partida. O conteudo de lenhina de Klason para os
materiais com tratamento também sdo superiores ao do cardo sem tratamento, com

excec¢ao do tratamento com hidrolise acida a 140°C.

Tabela 5. Composi¢do quimica dos so6lidos resultantes nos pré-tratamentos da esteva com hidrolise acida
(HA) a 130°C e a 140°C, explosdo de vapor (EV) e explosdo de vapor e lavada com NaOH (EV-NaOH). por 100 g de

biomassa seca.

.. Esteva (%)
C()Q”;Itfrzsilci:w Pré-tratamento

HA 130°C HA 140°C EV EV- NaOH
Lenhina de Klason 49,56+0,56 59,11+0,41 41,63+0,21 28.,56+0,19
Glucanos* 43,49+1,68 32,71+3,61 26,79+0,13 54,144+0,32
Xilano 0,40+0,015 nd 8,870,074 6,25+0,033
Arabinano nd nd 1,73+0,034 nd
Grupos Acetilo nd 7,43+0,39 25,70+0,21 9,20+0,33
Hemicelulose** 0,400,015 7,43+0,39 36,30+0,21 15,45+0,33

* Glucanos = celulose; ** Hemicelulose = xilano + arabinano + grupos acetilo; nd — ndo detetado

Segundo Ferreira er al*’, a andlise quimica da esteva em bruto mostrou a seguinte
composi¢do em percentagem de peso seco: 32,0 de lenhina insoluvel em 4cido e 2,2 de
lenhina soluvel acido; 3,1 de cinzas e 7,4% do total eram extrativos, de acordo com os
resultados obtidos neste trabalho a quantidade de cinzas e lenhina de Klason detetadas na
esteva sdo mais baixas do que as apresentadas em Ferreira er al.*’, mas o conteudo em

extrativos € mais alto.

De acordo com o estudado por, Gil et al*, a composi¢do quimica da esteva revelou alto
teor de glucose (41%) e lenhina (37%), valores superiores aos detetados na esteva em

estudo.

Quando a esteva ¢ sujeita ao pré-tratamento a sua composi¢do quimica ¢ alterada porque
como ja foi referido anteriormente o objetivo de qualquer pré-tratamento dos materiais
lenhocelulosicos € o de alterar ou remover impedimentos estruturais ou composicionais a
hidrolise, o teor em glucano e em lenhina Klason ¢ superior ao material inicial, o que

indica que a fragdo hemicelulosica foi libertada da fracdo hidrolitica. No entanto, os
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valores de lenhina de Klason diminuem apds o tratamento de explosdo de vapor e esta
diminui¢do ¢ mais acentuada no caso da esteva com explosdo de vapor depois de lavada

com hidroxido de sodio, devido a solubilizagdo da mesma.

As atuais composi¢des do cardo e da esteva sdao adequadas para a exploracdo como
, . . . , .9 .

matéria-prima para biocombustiveis’. O cardo tem maior teor em celulose do que a

esteva, logo tem maior potencial para produzir mais glucose, e portanto maior

concentracao de bioetanol. No entanto, sendo a esteva um residuo florestal, com uma boa

propor¢ao de hidratos de carbono, que pode ser explorada para a producao de etanol, ¢

entdo importante estudar qual o melhor pré-tratamento que permite a producdo de

glucose, a fim de se obter bons rendimentos de bioetanol.
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Capitulo 5 - Efeito do Pré-tratamento na Hidrolise

Enzimatica da Biomassa

5.1. Introducao

Neste estudo foram analisados os efeitos dos diferentes tratamentos na hidrdlise
enzimatica do cardo e da esteva. Por outro lado, vamos tentar perceber qual o tratamento
mais apropriado para a obten¢do de um residuo solido mais sacarificavel para as duas

biomassas em estudo.

O cardo e a esteva foram as biomassas utilizadas, estas foram analisadas sem nenhum tipo
de pré-tratamento e foram analisadas com o pré-tratamento com explosdo a vapor, com
explosdo a vapor tratada com NaOH, e com o pré-tratamento com hidrdlise 4cida a 130°C

ea 140°C.

A hidrdlise enzimatica (sacarificacdo) foi efetuada em tubos centrifuga de 50 ml e foram
utilizadas concentragdes de enzima de 15 FPU/g e 15 CBU/g de biomassa seca. Foram
determinados os graus de humidade dos diferentes tipos de cardo e esteva estudados, para

fazer a corregdo do teor em agua presenta na amostra.

Os resultados deste capitulo apresentam a avaliacdo do efeito dos tratamentos na
sacarifica¢do da biomassa. O principal objetivo deste capitulo foi distinguir qual o melhor
tratamento a utilizar no cardo e na esteva para se obter maiores concentragdes de glucose

no hidrolisado a ser utilizado no processo fermentativo.

5.2. Materiais e Meétodos

5.2.1. Hidrolise Enzimatica

Os materiais necessarios para realizar a hidrolise enzimatica sdo: Celluclast 1.5L e
Novozyme 188 com atividade conhecida; tampao citrato 0,05M (20X); e azida de sodio

1%. As Biomassas em estudo foram o cardo e a esteva com e sem pré-tratamento.
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De acordo com a caracterizagdo da biomassa estudada, pesaram-se 0,25g de cada amostra
para um volume de SmL de tampao citrato 0,05 M pH 4,8 e azida de s6dio 1%. Para cada
amostra do ensaio foram preparados os respetivos brancos de enzima e do substrato. Foi
posteriormente, adicionada, a quantidade de enzima correspondente para obter a
concentracdo de 15 FPU/g e 15 CBU/g para a Celluclast 1.5L e Novozyme 188.
Colocaram-se os tubos centrifuga a incubar a 50°C e 130 rpm num agitador orbital TEQ,
modelo OSFT-LS, de modo a manter os sélidos em suspensao durante todo o periodo do
ensaio, 72 horas. Retiraram-se as amostras no tempo de incubagdo pretendido e de
seguida ferveram-se a 100°C durante 5 minutos, foram colocadas posteriormente em
banho de gelo, para desnaturar a enzima e parar a reagdo. Centrifugaram-se a 11000 rpm
durante 10 minutos e os sobrenadantes foram analisadas pelo método de RI-HPLC como

se indica no capitulo 3, secc¢ao 3.2.5.

5.2.2. Validacdo estatistica dos resultados

Na validagdo estatistica dos resultados enzimaticos utilizou-se o Microsoft Office Excel,

versdo 2007, recorrendo ao teste t-Student, para um nivel de significancia de 5%.

5.3. Resultados e Discussdo

Os resultados deste capitulo apresentam a avaliagdo do efeito do tratamento na
sacarifica¢do da biomassa. O principal objetivo deste capitulo foi distinguir qual o melhor

tratamento a utilizar no cardo e na esteva.

Uma vez que os materiais pré-tratados contém quantidades relativamente pequenas de
hemicelulose (xilose) apds a sacarificagdo da biomassa, a conversdo da mesma ndo foi

considerada.

Na figura seguinte podemos encontrar os resultados da hidrélise enzimatica do cardo sem

tratamento e depois de pré-tratado.
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Figura 11. Concentraciio (A) e rendimento (B) de glucose obtidos na sacarificaciio enzimatica do cardo antes e
apos o pré-tratamento por HA, e EV e EV-NaOH. As diferentes letras a-b-c-d significam a diferenca estatistica

determinada pelo teste z-Student (p <0,05).

De acordo com a figura anterior podemos concluir que os pré-tratamentos com hidrolise
acida e explosdo a vapor mostram que a acessibilidade da enzima durante a hidrélise
enzimatica aumentou para todos os materiais tratados em comparagdo com o material ndo

tratado.

O cardo sem pré-tratamento apresenta o valor mais baixo com uma concentracao de 2,5
g/l. Ap6s o pré-tratamento com hidrélise acida, a concentragdo de glucose aumentou 20
vezes, enquanto que apos o tratamento com explosdo a vapor, aumentou sé 5 vezes. Apos
a lavagem do material pré-tratado com explosdo de vapor com NaOH a concentragdo de
glucose aumentou 11 vezes, isto porque de acordo com a caracterizagdo deste material, a
percentagem em glucano era de 71,75%, valores muito superiores aos de hidrolise acida
130°C e 140°C que foram de 57,92% e 46,73%, respetivamente, ¢ ao tratamento por
explosdo a vapor que tinha uma percentagem de 35,40%. Como vimos no capitulo 4, o
aumento da concentra¢do de glucose pode ser justificado pela solubilizagdo da fragdo
hemiceluldsica que permite as enzimas ter um maior acesso a celulose. No entanto,
existem diferengas de comportamento entre o cardo pré-tratado com hidrdlise acida e o
pré-tratado com explosdo de vapor. Isto pode ser explicado em parte pelo fato de o CEV
ter sido seco apds o tratamento com explosdo de vapor, o que provocou o colapso dos
poros criados durante o pré-tratamento de acordo com Brown et al.>®, diminuindo assim a
superficie de agdo da enzima. Por outro lado, esta secagem também provocou uma
repolimerizagao da lenhina solubilizada com outros componentes existentes na solugao do
licor (recorde-se que o material sujeito a explosao de vapor nao foi lavado) como
acUcares ou extrativos, o que impede por um lado a adsor¢do das enzimas ao seu local de

acdo que ¢ a fracdo celuldsica. Este comportamento também foi observado por Caras et
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al.”’, apos o tratamento de podas de oliveira com explosdo de vapor. Quando se fez a
lavagem com NaOH, lavou-se a lenhina solivel repolimerizada, logo a superficie de acao
das enzimas aumentou € como consequéncia observou-se um aumento da concentragao de

glucose que passou de 5 vezes maior para 11 vezes.

Quando analisamos na perspetiva do rendimento observa-se que CAH 140 ¢ o que
apresenta o maior rendimento (80%), o cardo tratado com explosdo de vapor, CEV e CEV
NaOH, tém ambos valores proximo dos 70%. Isto indica que a quantidade de glucose
resultante dependeu do acesso que a enzima teve para a celulose, por isso € que no caso
de CEV NaOH existe uma maior concentracdo de glucose (tem maior percentagem de
glucano). O CHA 130°C apresenta um rendimento menor que os tratamentos anteriores,
com o valor proximo dos 60%. O cardo sem tratamento ¢ o que apresenta o menor valor

de rendimento (15%).

A analise estatistica mostra que em termos rendimentos nao existe diferengas
significativas em relacdo ao CEV, CEV-NaOH e CHA 140°C. Quando se analisa em
termos de concentragdo de glucose o melhor tratamento foi a explosdo de vapor com
lavagem de NaOH que apresentou a concentracdo de 27,8 g/L. No entanto, a hidrolise
acida também apresentou um valor bastante consideravel, na ordem dos 20 g/L, sendo o
CEV o que teve menor concentragdo. No entanto, ndo sabemos se o CEV depois de
lavado ndo poderia chegar a valores semelhantes aos de CEV-NaOH, se tivesse sido
utilizado nos ensaios de sacarificagdo sem se secar. Neste caso concreto, a secagem do

material teve um efeito negativo.

No trabalho realizado por Ballesteros ez al.*’, o cardo foi pré-tratado com 4cido sulfarico
diluido, num reator fechado. O maximo rendimento obtido na hidrolise enzimatica foi de
81% com 0,1% (w/w) de acido sulfurico, a 200°C e com 10% (w/v) de concentragao de
solido, se comparamos este resultado com o CHA 140°C foram obtidos aproximadamente

os mesmos valores de rendimento (80%).

Na figura seguinte podemos encontrar os resultados da hidrolise enzimatica da esteva sem

tratamento e depois de pré-tratada.
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Figura 12. Concentracio (A) e rendimento (B) de glucose obtidos na sacarificacio enzimitica da esteva antes e
apos o pré-tratamento por HA,EV e EV-NaOH. As diferentes letras a-b-c-d-e significam a diferenca estatistica

determinada pelo teste z-Student (p <0,05).

De acordo com a figura anterior podemos concluir que os pré-tratamentos com hidrolise
acida e explosdo a vapor mostram que a acessibilidade da enzima aumentou para todos os

materiais tratados em comparacao com o material nao tratado.

A concentragdo de glucose obtida ap6s a hidrolise enzimatica da esteva sem tratamento
foi de 0,2 g/l e ¢ um valor muito baixo comparativamente ao obtido para o cardo. Apos os
pré-tratamentos a concentragdo de glucose aumentou na seguinte ordem: EHA 140 <EHA
130 <EEV <EEV NaOH, correspondendo a um aumento de 20, 24, 32 e 117 vezes o valor
da esteva nao tratada, respetivamente. Este comportamento pode ser explicado pela
eliminacdo da fragdo hemicelulosica (Tabela 3 e 5), mas também devido a diminui¢do do
teor de lenhina que diminui na mesma ordem. Este comportamento também foi observado

- 45
por Ferreira et al.™.

Relativamente ao rendimento da sacarificagdo a esteva sem tratamento apresentou um
rendimento muito baixo (1,4%) e o comportamento observado para a concentracdo de
glucose repete-se em termos de rendimento, tendo obtido um rendimento maximo de 69%
para o CEV-NaOH. Tal como para o cardo a secagem da EV apds o tratamento teve um
efeito negativo na sacarificagdo, podendo provavelmente apresentar um rendimento

superior ao obtido com o material seco reidratado.

Comparando os resultados com o estudo realizado por Ferreira ef al.*, a hidrélise acida
utilizado neste trabalho foi menos eficaz do que o relatado 0,313 g de glucose/g de
biomassa seca com 60 FPU/g de biomassa seca. No entanto, o resultado com a EEV-

NaOH foi maior (0,414 g de glucose/g de biomassa seca). Também Ferreira er al.*’,
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descobriram que a conversdo de celulose durante a hidrolise enzimatica foi em grande

parte dependente da diferenca no teor de lignina.

Outros autores relataram ainda rendimentos de hidrélise apds a explosdo a vapor,
menores dos que foram alcangados no presente trabalho (CEV ¢ CEV-NaOH com valores
proximos dos 70% e EEV e EEV-NaOH com valores proximos dos 40 e 70%
respetivamente). Varga et al.”® obteve rendimentos de glucose de 31% a partir de
residuos de milho (explosdo a vapor a 190°C, 5 minutos, Ry de 3,35); Ruiz ez al.”, obteve
32%, com girassol (180-190°C, 5 min., Ry de 3,35-3,64); Jurado et al,%’, obteve 35%,
com residuos de trigo (190°C, 10 min., R¢=3,65); Martin-Sampedro et al.®, obteve

valores entre 24,7% e 27,1% de glucose, utilizando o eucalipto como biomassa.

43



Capitulo 6 — Efeito do Frasco da Reacdao na Hidrolise

Enzimatica da Biomassa

6.1. Introducdo

Neste estudo foram analisados os efeitos dos diferentes frascos de reagdo na hidrolise
enzimatica, para as duas biomassas em estudo. O objetivo principal foi estudar qual o
melhor frasco de reagdo para a realizacdo de testes de rastreio de hidrolise enzimatica,
mantendo em mente que nestes casos se pretende usar a menor quantidade de enzimas e

substrato (biomassa).

6.2. Materiais e Métodos

As biomassas utilizadas foram o cardo e a esteva sem nenhum tipo de pré-tratamento e

com o pré-tratamento de explosao a vapor e hidrolise acida a 140°C.

A hidrolise enzimatica (sacarificacdo) foi efetuada em tubos “falcon”, tubos de centrifuga
de 30 mL e Erlenmeyer de 50 mL de volume. Como se pode verificar pela figura 13, a
formas dos recipientes estudados sao diferentes: “falcon”- fundo em V; tubo de centrifuga
— fundo redondo e Erlenmeyer — fundo plano. Foram utilizadas concentragdes de enzima
de 15 FPU/g e 15 CBU/g, para a Celluclast 1.5L e Novozyme 188, respetivamente. Foram

determinados os graus de humidade dos diferentes tipos de cardo e esteva estudados.

Figura 13. Frascos de reacio utilizados na Hidrélise Enzimatica da Biomassa. Ordem dos recipientes: tubo

falcon, tubo centrifuga e Erlenmeyer.
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Os pré-tratamentos efetuados, hidrolise acida a 140°C e explosao de vapor sdo os mesmos
que os indicados no capitulo 4 desta monografia. A hidrdlise enzimatica, os métodos
analiticos e a validacdo estatisticas dos resultados também sdo os mesmos que os

indicados no capitulo 5.

6.3. Resultados e Discussdo

Uma vez que os materiais pré-tratados contém quantidades relativamente pequenas de
hemicelulose ap6s a sacarificacdo da biomassa, a conversio da mesma ndo foi

considerada.

Na figura seguinte encontram-se representados os resultados da hidrolise enzimatica do
cardo e esteva sem tratamento e depois do tratamento com hidrélise acida a 140°C e

explosao de vapor.
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Figura 14. Glucose obtida na sacarificaciio enzimatica do cardo (a) e esteva (b) antes e apos o pré-tratamento por
HA 140 e EV, em trés tipos de frascos reacionais (tubos “falcon”, tubos de centrifuga e Erlenmeyers de 50 mL).

As diferentes letras a-b-c significam a diferenca estatistica determinada pelo teste z-Student (p <0,05).

ApoOs a analise estatistica com p <0,05 foram encontradas diferencas significativas entre
os trés tipos de frascos de reagdo utilizados, para o conjunto de amostras analisadas.
Como pode ser visto pela figura 14, ha diferengas significativas na sacarificagdo do
material ndo tratado e o tratado com hidrélise acida e com explosao de vapor no tubo

centrifuga e no Erlenmeyer para ambos cardo e esteva.

A observagdo da figura 14 (a) mostra-nos que as concentragdes apresentam diferencas

significativas para o cardo sem tratamento e depois de tratado com hidrolise acida e
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explosdo de vapor, quando se faz a hidrolise enzimatica quer nos tubos de centrifuga,
quer nos Erlenmeyers. Isto ¢, as concentracdes apresentam um valor semelhante e o
comportamento mantém-se nos dois frascos reacionais. Quando a hidrélise enzimatica ¢
realizada no tubo “falcon” observa-se que por um lado todos os tipos de biomassa
estudados apresentaram concentragdes de glucose mais baixo do que nos tubos de
centrifuga e Erlenmeyers; por outro lado a hidrolise 4acida passa a ser estatisticamente
igual ao tratamento por explosdo de vapor. Estes resultados sugerem que a forma conica
do tubo “falcon” parece impedir uma mistura adequada da amostra, gerando desse modo
uma menor concentracdo, nomeadamente nos materiais mais sacarificaveis, que como se

viu no capitulo anterior, para o caso do cardo ¢ a hidrdlise acida a 140°C.

Para o caso da esteva, onde temos uma material muito menos sacarificavel, podemos ver
pela figura 14 (b) que, a diferencga da hidrolise enzimatica da esteva ndo tratada e a tratada
com hidrdlise 4cida a 140°C e explosdo de vapor se mantém nos trés tipos de frascos
utilizados. Também para a esteva se verifica que os ensaios realizados nos tubos “falcon”
s30 os que apresentam valores mais baixos de concentragdo de glucose em comparagdo

com os tubos de centrifuga e os Erlenmeyers, para as respetivas biomassas em estudo.

Assim, podemos afirmar que, quando os ensaios de hidrélise enzimética sdo realizados
nos tubos “falcon”, existe uma diminui¢ao da producdo de glucose. Para um nivel de
confianca de 95%, ndo houve diferencas significativas para o uso do tubo centrifuga ou

do Erlenmeyer, em todos os materiais testados.
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Capitulo 7 — Otimizac¢ao da Hidrolise Enzimatica -

Desenho Experimental

7.1. Introducao

Como vimos nos capitulos anteriores o cardo depois de tratado por hidrolise acida ¢ a
biomassa que apresenta melhores valores de rendimento de sacarificacdo. Para o caso da
esteva o melhor material ¢ o que foi tratado com explosdo de vapor. Devido a
impossibilidade de termos esteva tratada com explosdo de vapor para realizar uma
otimizacdo da hidrdlise enzimatica, neste capitulo apresenta-se apenas o desenho
experimental realizado para o cardo. Estudou-se o efeito da adigdo de diferentes
quantidades de biomassa (carga de soélidos), o efeito de adicio de diferentes
concentracdes de celulase (Celuclast 1.5L); e a adigdo de diferentes concentragdes de

celobiase (Novozyme 188).

7.2. Materiais e Métodos

7.2.1. Desenho Experimental da Hidrolise Enzimadtica

Estes ensaios foram realizados de acordo com os procedimentos apresentados no capitulo
5. A sacarificacdo enzimatica foi feita para um volume total de 10 mL e os ensaios foram
preparados em Erlenmeyer de 50 mL. As condi¢des da hidrolise enzimatica do cardo
tratado com hidrolise acida foram selecionados de acordo com o desenho (planeamento)
composto central (Central Composite Design - CCD) onde foram estudados 3 fatores com
2 niveis (2° desenho fatorial, niveis -1 e 1), trés repeti¢des no ponto central (nivel 0) e 8
pontos axiais, sendo idénticos ao ponto central com exce¢do de um fator (Tabela 6). A
metodologia de superficies de resposta (do inglés- Response Surface Methodology- RSM)

foi utilizada para a descrigdo da resposta em funcdo dos varios niveis dos fatores. Todas
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as andlises foram executadas por scripts na linguagem R para andlises estatisticas, versao

3.0 para Mac OS X%,

Tabela 6. Fatores em estudo no desenho experimental.

-1 0 1

Carga de solidos (%) 2 5 8
Enzima Celluclast 1.5L (FPU) 10 30 50
Enzima Novozyme 188 (CBU) 0 25 50

A matriz do planeamento que foi aplicada ¢ dada na Tabela 7.

Tabela 7. Matriz do planeamento experimental composto central com trés repeticoes do ponto central para trés

varidveis experimentais e a correspondente matriz experimental.

Codificadas Reais

:_ if Bz
ks Xo X2 X S 2 3
s~ ol 2z ®

= Sht z %

1 0 0 5 30 25
2 - -1 -1 2 10 0
3 1 -1 -1 8 50 0
4 - 1 -1 2 50 0
5 1 1 -1 8 50 0
6 -1 -1 1 2 10 50
7 1 -1 1 8 10 50
8 -1 1 1 2 50 50
9 1 1 1 8 50 50
10 0 0 0 5 30 25
11 -1 0 0 2 10 25
12 1 0 0 8 50 25
13 0 0 -1 5 30 25
14 0 0 1 5 30 25
15 0 -1 0 5 10 0
16 0 1 0 5 50 50
17 0 0 0 5 30 25
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7.3. Resultados e discussdao

Inicialmente foram realizadas os ensaios correspondentes ao desenho fatorial 2°, analise
dos 3 fatores com 2 niveis (-1 e +1). Foi efetuado um teste de curvatura para verificar se
tinha uma diferenca significativa entre os valores medidos no ponto central (19,49+0,08
g/l, média £ desvio padrao) e o valor predito para o ponto central pelo modelo linear
ajustado aos dados do desenho fatorial (16,75+1,0 g/1). Um teste t para esses valores
indicou uma diferenca significativa (p=0,039), e sugeriu que os restantes ensaios
apresentados na Tabela 7, necessarios para formular um modelo de 2 ordem deviam ser
executados. Os resultados obtidos para as concentragdes e rendimento da hidrolise
enzimatica estdo apresentados na Tabela 8. Apesar de se apresentarem os resultados quer
em concentracdo de glucose, quer em rendimento, obtidos ao fim das 72h de hidrolise
enzimatica; os calculos usados na RSM foram apenas aplicados a concentracdo de

glucose, ja que ¢ este o parametro que queremos otimizar para ser usado na fermentagao.

Tabela 8. Resultados obtidos na hidrdlise enziméatica do desenho experimental efetuado com o cardo pré-tratado

com hidrolise acida a 130°C, em Erlenmeyers.

1 (0,0,0) 5 30 25 19,5 35,9
2 (-1,-1,-1) 2 10 0 5,5 10,2
3 (1,-1,-1) 8 10 0 18,6 34,2
4 (-1,1,-1) 2 50 0 8,3 15,2
5 (1,1,-1) 8 50 0 29,8 54,8
6 (-1-1,1) 2 10 50 7,2 13,2
7 (1,-1,1) 8 10 50 24,9 45,7
8 (-1,1,1) 2 50 50 8,5 15,5
9 (1,1,1) 8 50 50 31,0 57,0
10 (0,0,0) 5 30 25 19,4 35,6
11 (-1,0,0) 2 30 25 7,9 36,4
12 (1,0,0) 8 30 25 285 32,7
13 (0,0,-1) 5 30 0 17,2 31,5
14 (0,0,1) 5 30 50 18,6 34,2
15 (0,-1,0) 5 10 25 15,1 27,8
16 (0,1,0) 5 50 25 17,7 32,4
17 (0,0,0) 5 30 25 18,2 33,4
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7.3.1. Estabilidade das condigoes experimentais
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Figura 15. Representacgio das trés repeti¢des no ponto central.

Na figura 15 estdo representadas as repeticdes dos pontos centrais. Este resultado
permite-nos ver que as condigdes para a execu¢ao dos ensaios nao variaram
significativamente ao longo das sessdes de experiéncias. Tendo em conta o que se
encontra representado na fig. 15, podemos dizer que a estabilidade dos “set-up”
experimentais e as condigdes no ambiente da experiéncia garantiu uma boa repetibilidade

dos ensaios.

7.3.2. Andlise exploratoria da hierarquia de fatores
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Figura 16. Representacdo grafica dos efeitos principais na concentracio de glucose. Para cada um dos trés
fatores testados os valores médios para cada um dos trés niveis testados é apresentado. A barra indica a média

geral, ou seja, a média de todas as observac¢ées.SL=CS.
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O gréfico anterior confirma os resultados da trama ordenada-dados: a variacdo da
biomassa no intervalo dado teve maior impacto sobre a concentragdo média de glucose,
variando por um fator de 3,6 entre 7,5+1,2 g/LL em CS=2 e 26,6 +5,0 no CS=8. Valores
para CS=5 estdo proximos da média de CS=2 e CS=8, indicando que no intervalo

escolhido, a dependéncia da concentragdo em CS ¢ perto de uma relagdo linear.

A variagdo da concentragdo de glucose como uma funcdo da FPU foi maior do que em
resposta a CBU, confirmando a maior importdncia do FPU em relacdo ao CBU. E
interessante notar que em ambos os fatores ¢ mais proxima a distancia entre os niveis de 0
e 1, em comparagdo com o nivel -1, indicando um desvio dum efeito puramente linear de

cada um dos fatores da concentracdo de glucose.

7.3.4. Ajuste da superficie de resposta

A superficie de resposta correspondente aos dados da Tabela 8, foi representado pela

equagdo de regressdo de 2 ordem

Equacio 1. Equaciio de regressao de 2* ordem — ajuste da superficie de resposta
2 2 2
Y =B+ Bx,+ Boxy + By + fox, X, + Bixi x5 + Srxy X+ Bix) + BoX; + Bixs.

A Tabela 9 contétm a ANOVA do ajuste aos dados, indicando que as trés fontes de
variacdo foram significativas, ¢ o coeficiente de correlagao R? foi alto, indicando um

ajuste adequado.

Tabela 9. Analise de varidncia (ANOVA) para o ajuste do modelo quadratico, pelo método dos minimos

quadrados, dos parimetros carga de sélidos, concentragio de celulase e concentraciio de celobiase.

Fonte de N° de graus Soma Média

variac¢ao de libe%dade gquadratica quadratica ValorF Pr (> F)
Linear 3 1013.18 337.73 247.14 <0.001
Interacoes 3 31.59 10.53 7.70 0.013
Quadratico 3 28.41 9.47 6.93 0.017
Residuos 7 9.57 1.37
Falta de ajuste 5 9.54 1.91 164.58 0.006
Erro puro 2 0.02 0.01
R*=0.9912
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A analise através da RSM permitiu obter os coeficientes que vém descritos na tabela 10.

Tabela 10. Coeficientes de regressio obtidos por RSM, para a concentracdo de glucose obtida apés hidrélise

enzimatica do DE.

Bo 19.73 0.5 39.43 <0.001 ***
By 9.71 0.37 26.27 <0.001 ***
B, 241 0.37 6.53 <0.001 ***
By 1.09 0.37 2.94 0.022 *

Bis 1.67 0.41 4.03 0.005 **
Bis 0.71 0.41 1.71 0.13 .

Bas -0.82 0.41 -1.98 0.089 .

Bur 0.2 0.71 -0.27 0.791

Bas 2.18 0.71 -3.05 0.018 *

Bz -0.55 0.71 -0.78 0.463

Os niveis de significancia sao:*** p<(0.001; ** p<0.01; *p<0.05

Como se pode observar pelas significancias obtidas na tabela 10, podemos ver que na
parte linear os fatores mais significativos sdo a quantidade de biomassa e a enzima
celulase (p <0,001). Segue-se a interacdo entre a celulase e a quantidade de biomassa com
um nivel de significancia de p=0,01. O coeficiente do quadrado da enzima celulase e o
fator linear da enzima celobiase t€ém um nivel de significancia de p=0,05, sendo que o
coeficiente do quadrado da enzima celulase tem um efeito negativo. O valor decrescente
de B;>P>P; confirma que a carga de sélidos ¢ a varidvel independente mais importante,
seguida de concentra¢do de celulase e por ultimo da concentragdo de celobiase, como

tinhamos visto anteriormente.

Estes resultados fazem sentido com a parte experimental do trabalho, uma vez que
estamos a trabalhar uma quantidade méaxima de biomassa relativamente baixa, 8%. Era
objetivo inicial deste estudo utilizar uma carga de s6lido muito maior (15%) no entanto,
ao executar-se esta quantidade de solido foi fisicamente impossivel ter humidade
suficiente, dentro do Erlenmeyer, para garantir uma boa mescla dos varios componentes.
Este facto resultou da baixa densidade do cardo depois de estar pré-tratado. Por outro
lado, os resultados analisados foram os obtidos ao fim das 72h, ndo havendo neste tempo
diferencas com ou sem a presenca de celobiase. No entanto, tendo em conta que estamos
a trabalhar com um sistema biologico e como sabemos de estudos anteriores” que a

adi¢do de celobiase diminui a possibilidade de acumula¢ao de celobiose ao longo do
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tempo como foi mencionado na revisdo bibliografica. Tendo isto em conta, optou-se por
aplicar o estudo com todos os termos da equagdo quadratica. Para os ensaios de
fermentacdo, nomeadamente os ensaios de sacarificagao e fermentacdo em simultaneo, a
presenca de celobiose pode ser determinante para se obter uma maior concentragdo de
etanol, j& que com a presen¢a da celobiase (Novozyme 188) ndo vai haver lugar a
acumulagdo de celobiose ja que vai ser rapidamente transformado em glucose, evitando-

se também a inibicao da celulase.

Na figura 17 estdo representados as superficies de resposta para a concentracdo de
glucose, usando RSM e a descrigdo da equagdo quadratica total para as diferentes
concentracdes de celobiase (coluna esquerda) e diferentes quantidades de biomassa

(coluna direita) estudadas.

Na coluna esquerda pode-se observar, que quanto maior a carga de biomassa maiores
concentracdes de glucose se obtém, para todas as concentracdes de celulase e celobiose
estudadas, ndo havendo praticamente diferencas entre os graficos com as diferentes
concentragdes de celobiose. Isto confirma o que se tinha observado anteriormente: a carga
de solidos ¢ o fator mais importante e por outro lado a presenga de celobiase, nas

condigdes estudadas, tém pouco efeito na concentragao de glucose.

Na coluna da direita pode-se observar que os valores maximos de glucose aumentam
quando passamos para os graficos das superficies obtidas com cargas crescentes de
biomassa, CS 5 e 8, respetivamente. Para as superficies com carga de solidos de 2%
observa-se uma interagdo entre as duas enzimas e a biomassa, devido a presenca de

contornos elipticos®.
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Figura 17. Curvas de superficie da concentraciio de glucose para as diferentes cargas de solidos (SL) estudadas e

as concentracdes de celulase (FPU) e celobiase (CBU).
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A concentracdo de glucose vai aumentado com a concentragdo de celulase até atingir um
valor maximo de 9,5 g/L. de glucose entre 22 e 42 FPU. Para valores superiores de FPU a
concentracdo de glucose diminui, sendo esta diminui¢ao maior para valores elevado de
CBU (a partir do 40). Estamos perante um efeito negativo que existe quando temos muita
enzima para pouca biomassa. O que acontece ¢ que quando a quantidade de enzima ¢
excessiva, existe uma adsor¢do inespecifica da enzima na superficie do substrato, sem
haver necessariamente uma ac¢do catalitica da enzima sobre o substrato. Isto ¢
particularmente importante quando o substrato ¢ rico em lenhina, pois a adsor¢ao a

., L T 64,65
lenhina ¢ um dos responsaveis desta inatividade™™

. Como se pode observar pelos
graficos esta adsor¢do inespecifica diminui a medida que a carga de biomassa aumenta
(de cima para baixo). Pelo grafico de superficie com o CS igual a 8, observa-se o ponto
maximo de concentracdo de glucose se encontra entre 50 e¢ 40 FPU, para uma
concentracdo de celobiase de 50 CBU. O valor méaximo previsto pela equagdo com os
coeficientes da tabela 10 ¢ de 31,7+1,0 g/L para CS=8, FPU=44,6, CBU=51,9. Se forem
tidas em conta somente os valores significativos da tabela 10, o valor méximo calculado ¢
de 31,9+0,8 g/L para um valor de FPU=42,99, sendo CS=8 ¢ CBU=50. Em termos

experimentais, a corrida n° 10 com todos os fatores em estudo no maximo, produziu a

concentrac¢do de 31 g/L de glucose, correspondendo a um rendimento de 57%.
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Capitulo 8 — Conclusoes

Para a enzima Celluclast 1.5L encontraram-se as atividades: endoglucanase 855,25
CMC/ml, cellobiase de e 5,25 CBU/ml (capitulo 5 ¢ 6) e de papel de filtro de 58,59
FPU/ml e 66,34 FPU/ml. Durante os estudos do desenho experimental (capitulo 7) foram
medidos 78,14 FPU/ml e 95,22 FPU/ml. A enzima celulase comercial utilizada no
trabalho possuiu uma boa atividade endoglucanase e consequentemente, uma boa
atividade global de papel de filtro. O valor da atividade celobiase medida foi muito baixa.

A adicdo de uma celobiase poderd aumentar ainda mais a atividade global da enzima

Celluclast 1.5L.

Para a enzima Novozyme [88 encontraram-se as atividades: endoglucanase 13,16
CMC/ml, celobiase de 196,73 CB/ml e 256,26 CBU/ml (capitulo 5 e 6) e 0 FPU/mL de
papel de filtro. Durante os estudos do desenho experimental (capitulo 7) foram medidos
564,76 CBU/mL. Como sabemos a Novozyme 188 ¢ uma celobiase pelo que a pequena
atividade endoglucanase e atividade global de papel de filtro nula é compreensivel. O que
podemos observar ¢ que a atividade da Novozyme 188 utilizada no desenho experimental

foi muito superior ao da enzima utilizada nos outros ensaios.

A esteva apresentou um maior valor de extrativos e contetdo de lenhina de Klason e
xilano do que o cardo. Por outro lado, o cardo apresentou um valor de cinzas e glucano
superior ao da esteva. Os valores de hidratos de carbono estruturais e de lenhina de
Klason encontram-se dentro da gama dos materiais lenhoceluldsicos utilizados para a

producdo de bioetanol.

O tratamento de hidrolise acida com acido sulfurico a 3,5% a 130°C, durante 55 minutos
retirou a fragdo hemiceluldsica tanto do cardo como da esteva, tendo afetado muito pouco
a fracdo celulésica. Quando a hidrolise acida foi feita a temperatura de 140°C observou-se

uma maior dissolu¢@o de glucano tanto para o cardo como para a esteva.

Os tratamentos com explosao de vapor a fragdo hemicelulésica, tanto do cardo como da
esteva, também foi dissolvida durante o tratamento. Isto refletiu-se, em geral, no aumento

dos contetidos de glucano e de lenhina de Klason, dos s6lidos obtidos apos o tratamento
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em comparag¢do com o ndo tratado. Para a esteva também se observou uma diminui¢do da
lenhina de Klason. Apds a lavagem dos sélidos resultantes da explosdo de vapor com
NaOH, observou-se uma diminui¢do da lenhina de Klason de CEV-NaOH ¢ de EEV-

NaOH, devido a dissolu¢ao da lenhina adsorvida.

A hidrolise enzimatica do cardo ndo tratado e cardo tratado com hidrélise acida, explosao
de vapor e explosdo de vapor lavado com NaOH, mostrou que os tratamentos
aumentaram a acessibilidade das enzimas, gerando deste modo maiores concentragdes de
glucose. O pré-tratamento CEV-NaOH apresentou 27,8 g/L de glucose, devido a elevada
percentagem de glucano na sua composi¢do. Os rendimentos de sacarificagdo obtidos,
foram por ordem decrescente: CHA 140 (80%)>CEV, CEV-NaOH (70%)>CHA 130
(60%)>C (15%). No entanto, a analise estatistica pelo teste z-Student, com 95% de
confianca, diz-nos que ndo ha diferencgas significativas entre CAH 140, CEV e CEV-
NaOH. Estes resultados indicam-nos que o cardo necessita de um pré-tratamento antes da
realizacdo da hidrolise enzimatica. O melhor tratamento encontrado, neste estudo, foi o

tratamento com explosdo de vapor lavado com NaOH.

A esteva sem tratamento ¢ uma biomassa mais recalcitrante a hidrélise enzimatica do que
o cardo e praticamente ndo ¢ sacarificivel. Apds os pré-tratamentos da esteva a
concentracao de glucose aumentou na seguinte ordem: EHA 140 <EHA 130 <EEV <EEV
NaOH, correspondendo a um aumento de 20, 24, 32 e 117 vezes o valor da esteva ndo
tratada, respetivamente. A maior concentragdo de glucose conseguida foi 20,9 g/l com

CEV-NaOH cujo rendimento foi de 69%.

A comparacao da hidrolise enzimatica com 5% de biomassa € um volume final de 5 mL,
em tubos “falcon”, tubos de centrifuga e Erlenmeyers, mostrou que o tubo de centrifuga ¢
o que apresenta menores valores de concentracdo e rendimento, relativamente aos outros
frascos reacionais. Por outro lado a realizacdo dos testes de hidrolise enzimatica, nos
tubos “falcon” podem conduzir a conclusdes erroneas, devido a ma mistura de materiais
muito sacarificaveis. Em termos estatisticos, ndo se observaram diferencas entre os

resultados obtidos com os tubos de centrifuga e os Erlenmeyers.

Os 17 ensaios experimentais realizados durante estudo da hidrdlise enzimatica do cardo

tratado com hidrdlise acida a 130°C durante 55 min através do desenho composto central

57



(CCD), onde se variou a quantidade de biomassa, a concentragdo da enzima celulase
(Celluclast 1.5L) e concentracdo da enzima celobiase (Novozyme 188), em conjunto com
a aplicacao da superficie de resposta correspondente para os resultados obtidos no estudo,

foram representados pela equacdo de regressdo de 2° ordem:
Y= 19,73+9,71x4+2,41%:+1,00x3+1,6 7% 1%:+0, 71X x3-0,82xx3-0,2%, -2, 18%,°-0,55x5”

O fator mais importante para a obtencdo de um bom valor de concentracdo de glucose foi
a quantidade de biomassa, em que a concentra¢dao de glucose apresentou maior variacao.
O segundo fator mais importante foi a concentracdo de celulose e em ultimo lugar

concentracao de celobiase.

A andlise da superficie de resposta para a carga de biomassa de 2% mostrou que existiu
um efeito negativo na hidrolise enzimatica quando temos elevadas concentragdes de
enzimas. Este fator deveu-se a adsor¢do inespecifica da enzima ao substrato. O valor

maximo previsto RSM ¢ de 31,7+1,0 g/L para CS=8, FPU=44,6, CBU=51,9.
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Anexos

Al. Curvas de Calibracdo

Tabela 11. Valores de absorvancia registados para a construgdo da curva de calibragdo dos glicidos

redutores pelo método do DNS.

0,321 £ 0,001

2 0,320 0,322
33 0,541 0,552 0,547 £ 0,006
5 0,824 0,834 0,829 £ 0,005
6,7 1,085 1,083 1,084 + 0,001
8
0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000 1,200
Abs (540 nm)

Figura 18. Curva de calibragdo dos glicidos redutores referente ao método de DNS. Os valores

representam a média = desvio padrdo (n=2).

Tabela 12. Valores de areas registadas por RI-HPLC para a construgdo da curva de calibragdo da glucose.

356496 355862

1,875 9,54 356927

3,75 9,54 699134 702444 703654
7,5 9,54 1418181 1421064 1424895
15 9,54 2615645 2872519 2844702
30 9,54 5464475 5507976 5365366
60 9,54 10919368 11313930 11197630
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Figura 19. Curva de calibragdo da glucose obtida por RI-HPLC. Os valores representam os valores das

areas/picos (n=3).

Tabela 13. Valores de areas registadas por RI-HPLC para a construc¢do da curva de calibragdo da Xilose.

0,15625 10,18 28427 28685 27866
0,3125 10,18 65459 56553 56252
0,625 10,18 113265 113601 115136
1,25 10,18 206415 228912 229933
2,5 10,18 435493 439416 427751
5 10,18 876508 905845 899989
1000000
800000
2 600000
o
2 400000
200000
0
0 2 4 6
[xilose] (mg/mL)

Figura 20. Curva de calibragdo da xilose obtida por RI-HPLC. Os valores representam os valores das

areas/picos (n=3).
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Tabela 14. Valores de areas registadas por RI-HPLC para a constru¢do da curva de calibracdo da

Celobiose.

0,15625 7,88 31030 31481 30869
0,3125 7,88 61380 61658 61590
0,625 7,88 124857 124237 125163

1,25 7,88 229697 251587 248641
2,5 7,88 481162 483801 473526
5 7,88 956481 1000405 970850
1200000
1000000
o 800000
E 600000
g
<

Figura 21. Curva de calibragido da celobiose obtida por RI-HPLC. Os valores representam os valores das

areas/picos (n=3).

Tabela 15. Valores de areas registadas por RI-HPLC para a constru¢do da curva de calibragdo da glucose,

utilizada no desenho experimental.

0,937 9,54 157324

1,875 9,54 317867

3,75 9,54 632123
7,5 9,54 1263892
15 9,54 2573235
30 9,54 5118514
60 9,54 10320320
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Figura 22. Curva de calibragdo da glucose obtida por RI-HPLC, utilizada no desenho experimental. Os

valores representam os valores das areas/picos.
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A2. Cromatogramas
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Figura 23. Cromatograma obtido por RI-HPLC dos padrdes glucose (Tr = 9,54 minutos), Xilose (Tr =

10,17 minutos) e celobiose (Tr = 7,88 minutos) para a construg@o da curva de calibragéo.
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Figura 24. Cromatograma obtido por RI-HPLC de uma amostra, do desenho experimental, apés 72h de
incubagdo com 2% de biomassa, 10 FPU/g substrato de celulase e 0 CBU/ g substrato de celobiase, em que

¢ possivel observar os picos correspondentes a glucose, (Tr = 9,57 minutos) e xilose (Tr = 10,19 minutos).
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Figura 25. Cromatograma obtido por RI-HPLC de uma amostra, do desenho experimental, apds 72h de
incubagdo com 8% de biomassa, 30 FPU/g substrato de celulase ¢ 25 CBU/ g substrato de celobiase, em

que ¢ possivel observar os picos correspondentes a glucose, (Tr = 9,58 minutos) e xilose (Tr = 10,18

minutos).
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Figura 26. Cromatograma obtido por RI-HPLC de uma amostra, do desenho experimental, apds 72h de
incubagdo com 5% de biomassa, 30 FPU/g substrato de celulase ¢ 25 CBU/ g substrato de celobiase, em

que ¢ possivel observar os picos correspondentes a glucose, (Tr = 9,57 minutos) ¢ xilose (Tr = 10,17

minutos).
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Figura 27. Cromatograma obtido por RI-HPLC de uma amostra, do seu branco de enzima e o branco de
substrato, ap6s 72h de incubagdo com 15 FPU/g e 15 CBU/g substrato de celulase e celobiase, em que ¢
possivel observar os picos correspondentes a glucose, (Tr = 9,63 minutos) e xilose (Tr = 10,27) ¢ as
diferengas entre os diferentes Cromatogramas. A linha vermelha — amostra, linha amarela — branco

substrato e a linha verde — branco da enzima.
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A3.Determinacdo da atividade do consdrcio enzimdtico sobre papel de

filtro

Tabela 16. Dilui¢des de celulase utilizadas e respetivas massas de glicidos redutores obtidas na

determinagdo da atividade da enzima sobre papel de filtro (ensaio referente a Outubro), primeira enzima

utilizada.
Diluigdes da Enzima  (Vi/V) ~ Massa glicidos redutores (mg) ~ Log[]
C1 0,016 3,130 -1,796
C2 0,008 2,360 -2,097
C3 0,004 1,306 -2,398
C4 0,002 0,849 -2,699
Cs 0,001 0,477 -3,000
Cé6 0,0005 0,216 -3,301
Cc7 0,00025 0,076 -3,602

Tabela 17. Diluigdes de celulase utilizadas e respetivas massas de glicidos redutores obtidas na

determinagdo da atividade da enzima sobre papel de filtro (ensaio referente a Novembro), primeira enzima

utilizada.
C1 0,016 3,568 -1,796
C2 0,008 2,397 -2,097
C3 0,004 1,634 -2,398
C4 0,002 0,827 -2,699
Cs 0,001 0,538 -3,000
Co6 0,0005 0,345 -3,301
C7 0,00025 0,226 -3,602

Tabela 18. Dilui¢des de celulase utilizadas e respetivas massas de glicidos redutores obtidas na
determinagdo da atividade da enzima sobre papel de filtro (ensaio referente a Fevereiro), segunda enzima

utilizada (lot#SLBC4791V).

C1 0,016 4,691 -1,796
C2 0,008 2,975 -2,097
C3 0,004 1,686 -2,398
C4 0,002 1,198 -2,699
Cs 0,001 0,695 -3,000
Ceé 0,0005 0,390 -3,301
C7 0,00025 0,203 -3,602




Tabela 19. Dilui¢des de celulase utilizadas e respetivas massas de glicidos redutores obtidas na
determinag@o da atividade da enzima sobre papel de filtro (ensaio referente a Abril), segunda enzima

utilizada (Iot#SLBC4791V).

C1 0,016 4,039 -1,796
C2 0,008 2,717 -2,097
C3 0,004 2,040 -2,398
C4 0,002 1,078 -2,699
CSs 0,001 0,637 -3,000
Ceé 0,0005 0,325 -3,301
Cc7 0,00025 0,218 -3,602

Tabela 20. Diluicdes de celobiase utilizadas e respetivas massas de glucidos redutores obtidas na

determinagdo da atividade da enzima sobre papel de filtro (ensaio referente a Fevereiro), primeira enzima

utilizada.

Diluigoes da Enzima  (Vi/Vf) ~ Massa glicidos redutores (mg) ~ Log[]
N1 0,5 0,376 -0,301
N2 0,25 0,661 -0,602
N3 0,125 0,173 -0,903
N4 0,0625 0,132 -1,204
NS 0,03125 0,139 -1,505
N6 0,015625 0,120 -1,806
N7 0,0078125 0,089 -2,107

Tabela 21. Diluicdes de celobiase utilizadas e respetivas massas de glucidos redutores obtidas na
determinag@o da atividade da enzima sobre papel de filtro (ensaio referente a Fevereiro), segunda enzima

utilizada (Iot#011M2020).

N1 1 0,140 0,000
N2 0,5 -0,558 -0,301
N3 0,25 -0,552 -0,602
N4 0,125 0,058 -0,903
N5 0,0625 0,238 -1,204
N6 0,03125 0,178 -1,505
N7 0,015625 0,224 -1,806
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Tabela 22. Dilui¢cdes de celobiase utilizadas e respetivas massas de glucidos redutores obtidas na
determinagdo da atividade da enzima sobre papel de filtro (ensaio referente a Abril), segunda enzima

utilizada (lot#011M2020).

N1 0,01 0,225 -2,000
N2 0,005 0,227 -2,301
N3 0,0025 0,197 -2,602
N4 0,00125 0,134 -2,903
N5 0,000625 0,114 -3,204
N6 0,0003125 0,105 -3,505
N7 0,00015625 0,091 -3,806
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A4.Determinacdo da atividade da Endoglucanase sobre

carboximetilcelulose

Tabela 23. Dilui¢cdes de celulase utilizadas e respetivas massas de glucose obtidas na determinagdo da
atividade da endoglucanase sobre carboximetilcelulose (ensaio referente a Fevereiro), enzima utilizada

(lot#SLBC4791V).

C1 0,002 0,777 -2,699
C2 0,001 0,672 -3,000
C3 0,0005 0,547 -3,301
C4 0,00025 0,538 -3,602
Cs 0,000125 0,358 -3,903

Tabela 24. Diluigdes de celobiase utilizadas e respetivas massas de glucose obtidas na determinagdo da
atividade da endoglucanase sobre carboximetilcelulose (ensaio referente a Fevereiro), enzima utilizada

(lot#011M2020).

N1 0,128 1,495 -0,893
N2 0,064 1,052 -1,194
N3 0,032 0,752 -1,495
N4 0,016 0,531 -1,796
NS 0,008 0,364 -2,097
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AS.Determinacdo da atividade da Celobiase

Tabela 25. Diluicdes de celulase utilizadas e respetivas massas de glucose obtidas na determinagdo da

atividade da celobiase sobre celobiose (ensaio referente a Fevereiro), enzima utilizada (lot#SLBC4791V).

C1 0,25 1,224 2,448 -0,602
C2 0,125 1,139 2,279 -0,903
C3 0,0625 0,987 1,974 -1,204
C4 0,03125 0,661 1,323 -1,505
Cs 0,015625 0,466 0,932 -1,806
Coé 0,0078125 0,274 0,548 -2,107

Tabela 26. Diluigdes de celobiase utilizadas e respetivas massas de glucose obtidas na determinagdo da

atividade da celobiase sobre celobiose (ensaio referente a Fevereiro), primeira enzima utilizada.

NO 0,01 - - -

N1 0,001 0,884 1,768 -3,000
N2 0,0005 0,606 1,211 -3,301
N3 0,00025 0,380 0,760 -3,602
N4 0,000125 0,240 0,479 -3,903

Tabela 27. Diluigdes de celobiase utilizadas e respetivas massas de glucose obtidas na determinagdo da
atividade da celobiase sobre celobiose (ensaio referente a Fevereiro), segunda enzima utilizada

(lot#011M2020).

NO 0,01 - - -

N1 0,001 1,204 2,409 -3,000
N2 0,0005 0,965 1,929 -3,301
N3 0,00025 0,644 1,289 -3,602
N4 0,000125 0,407 0,814 -3,903
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Tabela 40. Concentragdes e rendimentos de glucose obtidas as 72h de incubagdo do cardo pré-tratado com

hidrélise acida 140°C (5%) com 15 FPU/g celulose e 15 CBU/g celobiose, em tubos falcon, tubos

centrifuga e erlenmeyer.

[Glu] mg/ml Média DP % Glu Média DP

6,7452 25,9716
10,0511 38,7073
9,0985 8,2911 1,3360 35,0463 31,9290  5,1469
8,2697 31,8376
7,2909 28,0820

[Glu] mg/ml  Média DP % Glu Média DP

Cardo 22,0671 84,8605
Hidroélise Acida 21,5021 21,1231  1,1801 82,8351 81,3096  4,5115
140°C 19,8001 76,2330

[Glu] mg/ml  Média DP % Glu Média DP

21,7081 83,4648
20,2667 77,9925
19,4557 19,8318  1,3594 74,8975 76,3221  5,1936
17,9509 69,1091
19,7776 76,1464

Tabela 41. Concentragdes e rendimentos de glucose obtidas as 72h de incubagao da esteva pré-tratada com

hidrolise acida 140°C (5%) com 15 FPU/g celulose e 15 CBU/g celobiose, em tubos falcon, tubos

centrifuga e erlenmeyer.

[Glu] mg/ml Média DP % Glu Média DP
1,3893 7,6261
: 1,184 2892 ———— 1,5844
0.9803 ,1848 0,289 5.3854 6,5057 ,58
Esteva [Glu] mg/ml Média DP % Glu Média DP
Hidrolise 3,4926 19,1737
Acida 3.5393 3,5160 0,0331 19.3312 19,2525 0,1114
[Glu] mg/ml Média DP % Glu Média DP
3,0799 16,9019
- 3,0862 0,0089 —————— 16,9513 0,0699
3,0924 17,0008
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Valoriza¢do da Biomassa Lenhocelulosica: Estudo da Sacarificagdo Enzimatica do
Cardo e da Esteva

A8. Desenho Experimental

Tabela 44. Concentragdes e rendimentos de glucose obtidos as 72h de incubacgdo do cardo pré-tratado com
hidroélise acida (2,5,8 %) com 30. 10, 50 FPU/g celulose e 25, 0, 50 CBU/g celobiose, em erlenmeyer, no

desenho experimental efetuado.

11 20,5358 37,7315
12 21,2007 20,9633 03710 38,9461 38,5247 0,6874
13 21,1533 38,8965
21 6,6429 12,2126
22 56909 59025  0,6606 10,4479 10,8439  1,2199
23 5,3736 9,8711
31 19,1151 35,1367
32 20,5053 19,9649 0,7450 37,6927 36,7040  1,3728
33 20,2744 37,2828
41 8,9052 16,3567
42 8,6113 88453 02106 15,8005 16,2444  0,3997
43 9,0194 16,5759
51 30,9265 56,8515
52 32,9613 32,0350 1,0296 60,6039 58,9000  1,8998
Cardo 53 32,2172 59,2447
Hidrélise 6 1 7,7568 14,2488
Acida 62 74795 76598  0,1562 13,7553 14,0786  0,2801
130°C 63 7,7430 14,2317
71 26,4752 48,6628
72 266225 26,7226 0,3098 48,9477 49,1210  0,5652
73 27,0701 49,7525
8 1 8,6096 15,7866
8 2 93072 9,0458 03802 17,1086 16,6169 0,7231
8 3 9,2207 16,9554
91 33,5315 61,6624
92 32,4641 33,3260 0,7797 59,6914 612677 14206
9 3 33,9824 62,4492
101 20,5733 37,7970
10 2 21,1257 20,7922 0,2935 38,8439 382092 0,5578
103 20,6775 37,9866
11 1 8,4440 38,7064
™) YT 8,4931  0,1339 306172 38,9560 0,5784
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113 8,3906 38,5442
12 1 30,2247 34,7024
12 2 30,9683 30,6111 03726 35,5501 35,1423  0,4248
12 3 30,6402 35,1745
131 18,3446 33,6897
13 2 18,7347 18,4215  0,2827 34,4108 33,8345 0,5192
13 3 18,1852 33,4030
14 1 20,1724 37,0515
14 2 20,3482 19,9685 0,5131 37,4152 36,6970 0,9467
14 3 19,3847 35,6242
151 16,6112 30,5435
15 2 15,8700 16,2018  0,3767 29,1820 29,7921  0,6917
15 3 16,1241 29,6507
16 1 18,9882 34,9191
16 2 18,5712 18,9400 0,3473 34,1522 34,8255 0,6318
16 3 19,2607 35,4054
17_1 18,9596 34,8508
17 2 19,6223 19,4966 0,4864 36,0705 35,8295 0,8832
17_3 19,9078 36,5672
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