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Resumo

Apés a extracdo do azeite virgem das azeitonas, 0 bagaco ainda contém cerca de 3-4,5% de dleo
residual, que pode ser extraido por n-hexano e usado para fins comestiveis ap6és a refinagéo. O bagaco
de azeitona extratado € um residuo subvalorizado e estima-se que mais de 13 milhdes de toneladas
de bagaco humido foram descartadas no mundo em 2017/2018, correspondendo a mais de 6 milhdes
de toneladas de materiais lenho-celulésicos secos. Este estudo teve como objectivo a valorizacdo de
bagaco de azeitona extratado e do caroco de azeitona por tratamento hidrotérmico moderado a 130°C
durante 130 min (log de fator de severidade Ro = 2,99) seguido de hidrélise enziméatica para produzir
glucose. A composicdo quimica do bagaco de azeitona extraido e do caroco de azeitona foi,
respectivamente: cinza 7,3% e 0,6%, extrativos 34,4% e 13,7%, lenhina 31,2% e 42,1%, glucanas
13,8% e 15,3%, xilanas 18,9% e 20,3% e grupos acetilo 2,0% e 7,9%. Apds o pré-tratamento
hidrotérmico a 130°C (factor de severidade Ro = 2,99), 65% e 75% das hemiceluloses totais (65% de
xilano) foram hidrolisadas em xilo-oligossacaridos do bagaco de azeitona extratado e do caroco de
azeitona, respectivamente. A celulose e a lenhina ndo foram substancialmente afectadas pelo
tratamento hidrotérmico. Foram testadas trés preparacdes enzimaticas (SaczymeYield, Ultimas BWL40
e Celluclast 1,5L) para sacarificacdo das glucanas presentes no bagaco e no caroco apods pré-
tratdmento hidrotérmico, em trés concentracdes diferentes (10, 20 e 30%). Os melhores resultados
foram obtidos com Saczyme e Ultimase: conversao de 80 e 90% de glucanas do bagaco, apds 5h de
reacdo, e 40% (5 h de reacdo) e 88% (24h) no caroco, respectivamente. Estas conversbes sao
independentes das cargas sélidas utilizadas. A Celluclast revelou baixa actividade em presenca do

caroco de azeitona.

Palavras-chave: Auto-hidrélise, bagaco de azeitona, caroco de azeitona, sacarificacdo enzimética,

tratamento hidrotérmico



Abstract

After extraction of virgin olive oil from the olives, the pomace still contains about 3-4.5% of residual oil,
which can be extracted by n-hexane and used for edible purposes after refining. Extracted olive pomace
is an undervalued waste and it is estimated that over 13 million tons of wet pomace was discarded
worldwide in 2017/2018, corresponding to over 6 million tons of dried lignocellulosic materials. The
objective of this study was the valorization of olive pomace extracted and olive pit by moderate
hydrothermal treatment (1300C/130 min; log of severity factor RO = 2.99) followed by enzymatic
hydrolysis to produce glucose. The chemical composition of the extracted olive pomace and the olive
pits were, respectively : ash 7.3% and 0.6%, extractives 34.4% and 13.7%, lignin 31.2% and 42.1%,
13.8% and 15.3% glucana , 18.9% and 20.3% xylana and 2.0% and 7.9% acetyl groups. After the
hydrothermal pre- treatment, 65% and d 75% of total hemicelluloses (65% xylana) were hydrolyzed in
xylo-oligosaccharides from extracted olive pomace and olive pits respectively. Cellulose and lignin were
not substantially affected by the hydrothermal treatment. Three enzyme preparations ( SaczymeyYield ,
Ultimas BWL 40 and Celluclast 1.5 L) were tested for saccharification of extracted olive pomace and
Caroco, in different Cargas ( 10, 20 e 30%). The best results were obtained with Saczyme and Ultimase
. conversion 80 to 90% of glucan to the reaction residue after 5h and 40% (5 h reaction time ) or 88%
(24) of core , respectively . These conversions are independent of the solid Cargas used. The Celluclast

was not active with core olives.

Keyword: Olive pits, olive pomace, self-hydrolysis, hydrothermal treatment, enzymatic saccharification

ii



Lista de abreviaturas

Az0s
FPU
FTIR
GAE
HPLC
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U
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MEV
OGM
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PNP
RLS

TFA
uv
VIS
XOS

Absorvéancia a 205 nm

Atividade celulolitica total sobre papel de filtro (“ Filter paper unit”)
Espetroscopia de infravermelho por transformada de Fourier
Equivalentes de &cido galico (do inglés “Gallic Acid Equivalents”)

Cromatografia Liquida de Alta Pressao (do inglés “High Pressure Liquid

Liquidos iénicos

Unidades internacionais

Lenhina Klason

“Liquid hot water”

Imagens de microscopia electrénica de varrimento
organismos geneticamente modificados
Oligossacéridos

p-nitrofenol

Razéo liquido-sélido

Siringilo (dois grupos metoxilo)

Acido trifluoroacético

Ultravioleta

Visivel
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1. ENQUADRAMENTO DO TEMA E OBJECTIVOS

A oliveira (Olea europaea L.) é a principal cultura oleaginosa da bacia do Mediterraneo. As elevadas
propriedades nutricionais e funcionais do azeite, atribuidas principalmente ao elevado teor de &cido
oleico (55-83%), polifendis e tocoferéis com propriedades antioxidantes, sao responsaveis pelo
sucesso da dieta mediterranica e pelas alegacbes de salde especificas para o azeite
(REGULAMENTO (UE) No 432/2012 DA COMISSAO). As propriedades e o sabor Unico do azeite
virgem desencadearam a producéo e a instalacdo de novos olivais intensivos e super-intensivos em
diferentes paises. Segundo o Conselho Oleicola Internacional, a producdo mundial de azeite foi de
1453 toneladas em 1990/1991 e 3314 toneladas em 2017/2018
(http://www.internationaloliveoil.org/estaticos/view/131-world-olive-oil -figura), ou seja, aumentou 2,3
vezes neste periodo. Em 2017/2018, os paises da bacia do Mediterraneo produziram 96% do azeite
mundial, sendo a Unido Europeia (UE) responsavel por cerca de 70% da producdo mundial, sendo a
Espanha o primeiro produtor (58% da producdo da UE), seguida de Italia (20%), Grécia (16%) e
Portugal (6%).

O azeite é extraido das azeitonas exclusivamente por processos mecanicos. Atualmente, os lagares
tradicionais de prensas foram substituidos por sistemas de extraccdo com decantadores centrifugos
continuos. Com os sistemas de prensas e 0s sistemas continuos de 3 fases, sdo obtidas trés fases
(figura 1): (i) o azeite, (i) a fase aquosa (aguas residuais do lagar de azeite constituidos por agua de
vegetacdo e aguas de processo designadas de “aguas russas”) e (iii) a fase sélida, o bagaco,

constituida por caroco e polpa da azeitona.

(a) Sistema Classico (b) Sistema Continuo (3 fases)
. Lavagem Lavagem H
Azeitona ——> <—— Azeitona
(lavador) (lavador)
| |
\ \/
Moenda Moenda
(moinho de galgas) (moinho de martelos)

Pasta moida \l/ \\/ Pasta moida

Termobatedura Termobatedura
(termobatedeira) [termoﬁatedeira)
Pasta batida \l/ \V Pasta batida

Decantacdo/centrifugacio

Prensagem
1 ; (Decantador centrifugo)

(prensas hidraulicas) Bagaco
| .
hV/4 Azeite virgem Aguas russas
Decantacgio ) .
Centrifugacio Centrifugagio
(Tarefas) , X
(centrifuga de discos) (centrifuga de discos)
K \| \ |
Azeite Virgem Aguas russas f .
Azeite Virgem Aguas russas

Figura 1. Extrac¢do do azeite com os sistemas de prensas (a) e os sistemas continuos de trés fases (b)



Os decantadores centrifugos de duas fases foram desenvolvidos durante a década de 1990 para
superar o problema ambiental causado pelos altos volumes de aguas residuais geradas (aguas russas)
ricas em fendis, altamente poluentes. Com estes decantadores, séo obtidas apenas duas fases (figura
2): 0 azeite e 0 bagaco himido, que é uma lama espessa resultante da mistura da agua de vegetacao
com a fraccao soélida do bagaco (contendo pedacos de caroco e polpa do fruto da azeitona). O teor de
humidade do bagaco dos decantadores de duas fases € maior (50-70%) do que o do bagaco dos
sistemas de trés fases (40-54%) ou das prensas tradicionais (22-25%), o que faz com que o
manuseamento e armazenamento dos bagacos dos sistemas de duas fases sejam mais dificeis (Di
Giovacchino et al., 2001; Borja et al., 2006; Dermeche et al., 2013).

Seja qual for o sistema usado para a extraccao de azeite, 0 bagaco ainda contém cerca de 3-4,5%
(base humida) de 6leo residual com uma composicao semelhante a do azeite (Di Giovacchino et al.,
2001; Borja et al., 2006). Este 6leo, conhecido como 6leo de bagaco de azeitona, pode ser extraido por
solvente (geralmente n-hexano) e é actualmente usado para fins comestiveis apos a refinacao (6leo de
bagaco de azeitona refinado). O bagaco de azeitona extraido que resulta deste processo € um residuo
produzido em grandes quantidades. Pode-se estimar que mais de 13 milhdes de toneladas de bagaco
hdmido foram descartadas no mundo em 2017/2018, correspondendo a mais de 6 milhdes de toneladas
de materiais lenho-celulésicos secos, se considerarmos um rendimento de extraccéo de azeite de 25%
(base humida) (Romero-Garcia et al., 2014), e um bagaco hiumido com 50% de humidade e 3% de
oleo.

Sistema Continuo (2 fases)

<—— Azeitona

Lavagem

(lavador)

1
v

Moenda

(moinho de martelos)

\l/ Pasta moida

Termobatedura

(termobatedeira)

\L Pasta batida

Decantagao/centrifugacao

—  L—>| Bagaco humido

(Decantador centrifugo)

\l/ Azeite virgem

Centrifugacao

(centrifuga de discos)

v

Azeite Virgem

Figura 2. Extraccdo de azeite com os sistemas continuos de duas fases
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O bagaco de azeitona extraido € um residuo subvalorizado que é usualmente usado como
biocombustivel s6lido para combustéo directa em unidades fabris de extracdo de 6leo de bagaco de
azeitona e em lagares ou em outros utilizadores de biomassa (Fernandes et al., 2016). Pode ser
utilizado como matéria-prima em biorrefinarias, nomeadamente para a producao de etanol de segunda
geracdo, dada a sua natureza lenhoceluldsica (Romero-Garcia et al., 2014). A viabilidade do uso de
bagaco de azeitona de lagares com sistemas de extraccdo de dua fases para fins agricolas e
compostagem também pode ser uma opc¢éao (Alburquerque et al., 2004). Além disso, compostos como
polifendis, tocoferdis, proteinas e esqualeno, de alto valor acrescentado, podem ser obtidos do bagaco
de azeitona por extracdo convencional com solvente ou por métodos ndo convencionais, como
ultrassons, microondas, extraccdo por fluidos supercriticos (COz2) ou liquidos pressurizados, campos
elétricos pulsados e descargas de alta voltagem (Dermeche et al., 2013; Rosellé-Soto et al., 2015).

Bagago 1‘ H,0
1 descarocado
Bagaco de azeitona ==y, | Descarocamento Secagem do bagaco
|
Caroco n hexanoi Extraco com | ¢
‘1’ n hexano
Energia

A 4 n hexano

Bagaco extratado h

Oleo de bagaco
Fertilizante de azeitona

Racéo animal

Figura 3. Extrac¢éo do 6leo de bagaco de azeitona

O bagaco de azeitona contém uma proporgdo substancial de caroco partido, representando cerca de
10% em massa das azeitonas, e difere estrutural e quimicamente da polpa. A frac@o constituida pelo
carocgo consiste principalmente em celulose (20,1-40,4%), hemiceluloses (18,5-32,5%), lenhina (25,3-
48,8%), extractivos (8,9- 10,5%) e cinza (0,5-3,3%) (Fernandez-Bolafios et al., 1999; Demirbas, 2002;
Hernandez et al., 2014; Romero-Garcia et al., 2014, 2016; Cuevas et al., 2015). O bagaco de azeitona
€ tipicamente composto de lenhina (30,0-41,6%), polissacéridos da parede celular (35,3-49,0%), 6leo
(7,5-14%) e minerais (4,4-6%) (Ruggeri et al., 2015; Fernandes et al., 2016; Leite et al., 2016; Elalami
et al., 2018). Por conseguinte, pode ser considerada uma valorizagao separada dos componentes do
bagaco: o caroco da azeitona pode ser separado da polpa e ambas as correntes utilizadas
separadamente como combustivel (calor de combustéo de 4,1 kcal/kg; Duran, 1985) para secadores

nos lagares, ou como matéria-prima lenho-celuldsica para fraccionamento quimico.



O objetivo desta tese consiste na valorizacdo do bagacgo de azeitona extratado e do caroco de azeitona
numa perspectiva de biorrefinaria de base bioguimica. Ambas as fracgbes foram quimicamente
caracterizadas e processadas por (i) um tratamento hidrotérmico com o objectivo de se obterem
compostos derivados de hemiceluloses (por exemplo, xilo-oligossacaridos), seguido de (ii) hidrolise
enzimatica da celulose para obter glucose que podera ser utilizada para producdo de bioetanol, e
lenhina para sintese de produtos quimicos verdes. Os xilo-oligossacaridos (XOS) sdo compostos

interessantes com propriedades prebioticas reconhecidas ( Aachary & Prapula, 2011)



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Conceito de biorrefinaria

O conceito de biorrefinaria nasce com a preocupac¢édo moderna do reaproveitamento e desenvolvimento
sustentavel, crescente nos Ultimos anos. Esta preocupacgdo torna-se cada vez mais acentuada e
relevante com o passar dos anos, devido a conjuntura economica, politica e social. As possiveis
diminuicBes das reservas de combustiveis fosseis disponiveis, a par com as flutuacdes de precos de
mercado, tém contribuido para uma aposta cada vez maior em fontes de energia alternativas

renovaveis, menos poluentes e economicamente viaveis (Martins, 2015).

Uma biorrefinaria pode definir-se como uma” instalagao industrial que procura a utilizacéo integral da
biomassa, de forma sustentavel, para a producdo concomitante de biocombustiveis, energia, materiais
e quimicos” (Carvalheiro et al., 2008; SIADEB, 2013).

Assim, 0 conceito de biorrefinaria abrange uma ampla gama de tecnologias capaz de separar 0s
diferentes recursos de biomassa nos seus constituintes (glicidos, lenhina, proteinas, triglicéridos,
compostos fendlicos, etc) que, por sua vez, podem ser convertidos em produtos de valor acrescentado
(Cherubini, 2010). Sdo exemplos de produtos que podem ser obtidos nas biorrefinarias os
biocombustiveis liquidos (etanol, biodiesel), glicerol, lipidos, Oleos, éacidos organicos, furfural,
isopropanol, vitaminas, polimeros de acglcares e de proteinas e combustiveis intermédios como o
carvao e os briquetes. Outros produtos que podem integrar as biorrefinarias sdo os plasticos e os
agentes tensioativos biodegradaveis, polimeros especificos, novas fibras e enzimas (Ragauskas et al.,
2003; Martins, 2015; Gravitis et al., 1999).

Existem vérias classificagfes para as biorrefinarias: de acordo com o processo tecnoldgico, matéria-
prima utilizada ou tecnologia dos processos. Neste tipo de instalacdes pode estar envolvida uma
panoplia diversificada de processos tecnolégicos, tais como processos de separacdo, de conversao,
termoquimica, quimica ou bioguimica. O objetivo final é sempre tirar o maior partido da biomassa
utilizada. Uma das classifica¢cdes mais utilizadas para as biorefinarias baseia-se no tipo de processos
tecnologicos utilizados, definindo-se diferentes plataformas, i.e., bioquimica, termoquimica, biodiesel e
biogas (Kamm, 2006; Kamm, 2007; Martins, 2015). De entre estas, as mais importantes sdo as
plataformas termoquimica e bioguimica. A biorrefinaria de base termoquimica implica um processo de
conversdo quimica usando pirdlise ou gaseificacdo de matéria que podem ser materiais lenho-
celulésicos, obtendo-se como principal produto biocombustiveis por exemplo, gas de sintese, 6leos de
pirélise, combustiveis liquidos e gasosos, bem como, produtos de valor acrescentado (Martins, 2015).
A biorrefinaria de base bioguimica consiste numa hidrélise quimica e/ou enzimética antes da

fermentacao de hexoses ou pentoses da biomassa amilacea ou lenho-celulasica.

O esquema geral para a bioconversdo lenho-celuldsica na abordagem da biorrefinaria de base
bioquimica (utilizada neste trabalho) envolve as seguintes etapas: etapa de pré-tratamento para
desconstruir as paredes celulares nos seus componentes, uma hidrélise enzimatica dos polissacéridos
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a monossacaridos, fermentacdo de monossacaridos derivados da etapa anterior em produtos alvo,
separacao de residuos e finalmente, purificacdo dos produtos. Obviamente, cada etapa tem as suas
dificuldades que adicionam custos ao processo global. O passo de pré-tratamento é dispendioso, mas
€ crucial para melhorar a acessibilidade das enzimas durante a etapa de sacarificacdo, expor a
celulose, quebrar a estrutura da lenhina, alterar suas propriedades estruturais e quimicas e reduzir a
cristalinidade da celulose. Ao mesmo tempo, o pré-tratamento deve evitar a destruicdo da celulose e
das hemiceluloses, a geracdo de inibidores para etapas subsequentes e a degradacédo ou perda de
acUcares; deve minimizar as necessidades energéticas, o consumo de reagentes e promover a
producdo de mondmeros de aguUcar na etapa de hidrolise (Adsul et al., 2011). O passo de hidrélise

enzimatica € outro passo caro devido ao preco das enzimas, e € dificil porque o acesso aos
polissacaridos € dificultado pela presenca da lenhina (Gupta et al. 2011; Capolupo & Faraco, 2016).

Tendo como objetivo a producdo de uma larga gama de compostos, as biorefinarias podem tirar o
maximo partido dos diversos componentes da biomassa para a producdo de uma grande diversidade
de compostos e energia, valorizando ao maximo as suas matérias-primas. Deste modo, o modelo de
biorefinaria € um dos mais promissores modelos do futuro para um desenvolvimento sustentavel a nivel
global (Escéaria, 2008; Martins, 2015).

2.2. Abiomassa

Define-se biomassa toda a matéria organica renovavel disponivel na natureza proveniente de fontes
variadas tais como: madeiras e outros materiais florestais, culturas agricolas e silvicolas, detritos
animais, subprodutos industriais e residuos soélidos urbanos. Destes, a biomassa vegetal € a mais
interessante para utilizagdo como matéria-prima na produgdo de energia, combustiveis e outros
materiais, devido & sua composicdo e abundancia. E estimado que a producéo anual de biomassa
vegetal no planeta seja de 1,7x10'! ton, das quais apenas 3,5% (6x10° ton) sdo utilizadas (Dermibas,
2009).

De entre a restante biomassa desperdicada, encontram-se residuos agroflorestais e industriais de
natureza lenho-celulésica, constituindo uma crescente problematica ambiental. A biomassa lenho-
celulésica é a biomassa bioenergética mais abundante, de baixo custo, que néo interfere na producéo
suprimento de alimentos no gque diz respeito a utilizacdo dos solos e deriva em grandes quantidades
de residuos florestais, agricolas e agro-industriais (Balan 2014; Saini et al., 2015; Capolupo & Faraco,

2016). Esta biomassa é também sustentavel a nivel ambiental (USI, 2009; Martins, 2015).

A biomassa tem sido considerada, nos ultimos anos, uma fonte renovavel e sustentavel de carbono
organico com emissao zero de carbono (Zhou et al. 2011; Long et al. 2013; Capolupo & Faraco, 2016).
E um recurso promissor para produzir produtos verdes e substituir os recursos fosseis que s#o limitados
e apresentam muitos problemas, como as emissdes de gases de efeito estufa de custos elevados. Por
essa razdo, a biomassa lenho-celulésica tem grande importdncia como principal fonte de
biocombustiveis e outros bioprodutos (como acido succinico ou &cido lactico) que podem ser utilizados



como blocos de construgéo para a producéo de novos polimeros (Isikgor e Becer 2015; Adsul et al.
2011; Capolupo & Faraco 2016). Nos proximos anos, a fim de minimizar a dependéncia dos recursos
fésseis e da industria do petréleo e gracas as novas tecnologias de produgdo de quimicos verdes de
diferentes fontes, as biorrefinarias de segunda geracdo tém cada vez mais importancia (Fahd et al.
2012; Cherubini 2010; Capolupo & Faraco 2016).

Uma das limitagGes na utilizacdo da biomassa reside na sua natureza heterogénea e composicao
complexa. Os materiais lenho-celulosicos consistem em trés fragcdes quimicas estruturais, celulose (40-
50%), hemiceluloses (15-35%) e lenhina (20-40%), componentes ndo-estruturais (extrativos, cinzas, e
outros componentes menores) e outras fragGes menores (por exemplo, pectina, proteinas, gomas,

resinas, amido, etc. (Pan et al., 2009; Martins, 2015)

2.3. Materiais lenho-celuldsicos e os seus componentes

O quadro 1 apresenta a composicdo quimica média de alguns materiais lenho-celulésicos que séo a
maior fonte de biomassa inutilizada no planeta, sendo uma grande parte composta por subprodutos de
atividades agricolas e florestais. Entende-se por materiais lenho-celulosicos a matéria organica de
origem vegetal constituida por polissacaridos (celulose e hemicelulose) e lenhina (Fengel & Wegener,
1983; Martins, 2015). Os teores de celulose variam entre 20 e 60%, as hemiceluloses entre 20 e 40%

e alenhinarepresenta 10 a 25% dos materiais lenho-celulésicos (Hamelinck et al, 2005; Gomes, 2016).

A celulose € um homopolimero de cadeia linear longa, constituido por monémeros de B-D-glucose
ligados entre si por ligagbes glicosidicas do tipo 3(1-4) ( Fig. 4). A linearidade do polimero permite o
estabelecimento de ligagBes intra e inter-moleculares num mesmo plano (ligagcdes de hidrogénio) e
entre planos diferentes (forcas de Van der Waals) com uma organizacdo de forma ordenada, num

arranjo cristalino. o que torna a celulose muito resistente mecanicamente e dificil de atacar

guimicamente.

~=HQ OH

QM=
I.,I

Figura 4- Estrutura quimica da celulose

As hemiceluloses s@o heteropolimeros constituidos a partir de véarias hexoses (manose, glucose e
galactose), pentoses (xilose e arabinose) incluindo também &cidos urdnicos e apresentando
substituicdes com grupos acetilo ( Fig. 5). Em termos de estrutura molecular, as hemiceluloses

apresentam uma cadeia central linear mas sdo sempre mais ou menos ramificadas com acucares
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ligados lateralmente a cadeia principal. As hemiceluloses sao classificadas de acordo com o acgulcar
predominante na cadeia principal e na ramificagéo lateral. As xilanas sdo as principais hemiceluloses
encontradas nas folhosas (Ren and Sun, 2010) e consistem numa cadeia com unidades de B-D-
xilopiranosilo unidas por ligagbes glicosidicas B-(1,4), onde além da xilose podem conter arabinose,
acido glucurénico ou éter 4-O-metil, acido acético, acidos ferdlico e p-cumarilico. As xilo-glucanas séo
as principais hemiceluloses nas paredes primarias das plantas superiores, e tipicamente consiste numa
cadeia principal de D-glucose unidas por ligagées 3 (1,4) contendo unidades de D-xilose unidas por
ligagdes 1,6-a. As hemiceluloses possuem um grande nimero de grupos hidroxilo e acetilo na sua
periferia, através dos quais podem estabelecer ligacdes inter-moleculares com os polimeros vizinhos.
As hemiceluloses séo bastante solUveis em acidos ou solugdes alcalinas, sendo hidrolisadas nos seus
componentes monoméricos, apresentando uma estabilidade quimica e térmica inferior quando
comparada com a celulose. Este facto deve-se a auséncia de cristalinidade e ao seu grau de

polimerizacéo da cadeia principal mais baixo (Pereira, et al., 2003).
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Figura 5- Estrutura quimica das hemiceluloses.

A lenhina é uma macromolécula formada pela polimerizagdo de mondmeros de tipo fenilpropano: os
alcoois coniferilico, sinapilico e p-cumarilico, que diferem entre si apenas no grau de substituicdo dos
carbonos 3 e 5 por grupos metoxilo. Os monémeros da lenhina s&o mencionados muitas vezes apenas
pela parte fendlica que os distingue: hidroxifenilo (H) (sem metoxilos), guaiacilo (G) (um substituinte
metoxilo) e siringilo (S) (dois grupos metoxilo). Os mondmeros encontram-se ligados entre si por dois
tipos de ligacbes: ligagbes éter através do oxigénio do grupo hidroxilo do anel fendlico e ligacdes
carbono-carbono (C-C) ditas de condensac¢éo. A maior parte as ligagdes encontradas nas lenhinas sé&o
do tipo éter, nomeadamente a -O-4 e a a-O-4, que normalmente representam 50-65% de todas as
ligacbes (Pereira et al.,, 2003). As propor¢cdes dos mondémeros participantes na construcdo das

moléculas de lenhina dependem do material vegetal.
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Figura 6- Alcoois percursores da lenhina: alcool cumarilico, alcool coniferilico e alcool sinapilico e a

estrutura da lenhina.
2.4. Pré-tratamentos da biomassa lenho-celulésica

O pré-tratamento do material lenho-celuldsico representa um passo crucial na producdo de
biocombustiveis a partir da biomassa lenho-celulésica. O pré-tratamento € necessario para alterar o
tamanho e a estrutura macroscopica e microscépica da biomassa, bem como a sua composi¢ao e
estrutura quimica submicroscépica, de modo que os tratamentos subsequentes sejam facilitados, por
exemplo, a hidrélise da fracao de polissacaridos para agicares monomeéricos possa ser alcancada mais

rapidamente e com maiores rendimentos (Figura 7).

Os métodos de pré-tratamento/fraccionamento incluem processos fisicos (moagem e separagéo
granulométrica e densimétrica), quimicos (acidos, alcalis, solventes organicos e liquidos iénicos), fisico-

guimicos (auto-hidrélise e explosdo com vapor), bioldgicos ou a combinacdo dessas abordagens.

O pré-tratamento deve atender a alguns requisitos como: alta recuperacgéo de glucidos ou a capacidade
posterior de obter aclcares por hidrolise enzimética, auséncia ou producdo em quantidades muito
limitadas de produtos de degradacéo, baixa ou nenhuma utilizagcao de reagentes quimicos, ser rentavel
para aplicacdes industriais e aplicavel a uma ampla variedade de biomassas, independentemente da

sua composicao quimica.

O principal objetivo destes processos é conseguir uma separacao eficiente das hemiceluloses, da
celulose e da lenhina, evitando a formacgédo de subprodutos indesejaveis como &cidos alifaticos e
furanos (resultantes da degradacdo de aclcares) e de compostos fendlicos, minimizando os gastos

energéticos e o recurso a produtos quimicos.



Quadro 1: Composicao quimica de alguns materiais lenho-celulésicos. Adaptado de Martins (2015)

Material Celulose Hemicelulose Lenhina Autores
(%) (%) (%)

Materiais agricolas e

agroindustriais

Bagaco de azeitona 36,4 26,8 26 (Bras et al., 2014)

Bagaco de cana-de- 35-42,8 26,2-35,2 16,1-25,2 (Imman et al., 2013; Geddes

agucar et al., 2011)

Cana de bambu 38,8 24,9 23,9 (Gonzélez et al., 2011)

Carolo de milho 31,7-39,4 31,9-34,7 15,9-22,3 (Cheng et al., 2010; Oliveira et

al., 2010)
Casca de arroz 36,7-37,7 16,7-17,3 21,3,22,1 (Mancilha & karim, 2003; Vila
et al.2002)
Dreche cervejeira 9-18 19-31 16-25 (Prentice & D"Appolonia,
1977; Beidman et al., 1987)

Palha de arroz 36,4 25,23 16,51 (Yu et al., 2010)

Palha de cevada 30,8 25,3 16,7 (Nebarlatz et al., 2007)

Palha de milho 42,1 29,2 17,5 (Moniz et al., 2013)

Palha de trigo 31,5 25,2 15,9 (Nebarlatz et al., 2007)

Palha de sorgo 43,3 23,8 21,7 (Kim & Day, 2011)

Residuos de milho 35,1-40,9 16,8-27,7 15,1-22,3 (Torget et al., 1991; Lee,

(“corn stover”) 1997)

Madeiras resinosas

Abeto 43-51,1 15,2-26 27,3-29 (Fengel & Wegener, 1983;
Olsson & Hahn-Hagerdal,

1996)
Pinheiro 42,9-52,2 13,5-26 26,3-30,2 (Fengel & Wegener, 1983;
Rivas et al., 2012)

Madeiras folhosas

Carvalho 38,9-44 18,7-23,8 21,5-24,7 (Kim et al., 2000)

Eucalipto 38-54 15-30 23,1-37 (Mirranda & Pereira, 2002;

Carrasco et al., 1986)
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Figura 7- Processo de pré-tratamento do material lenho-celulésico. Adaptado de Martins (2015)

2.4.1. Pré-tratamentos fisicos

A fragmentacéo mecéanica tem como objectivo a desconstrucdo da matriz lenho-celulésica por reducao
do tamanho das particulas. O objectivo final € o de aumentar a area especifica, aumentar a porosidade
da biomassa, diminuir o grau de cristalinidade da celulose e reduzir as limitacdes a transferéncia de
massa e calor (Carvalheiro et al, 2008). Este pré-tratamento consiste ha combinacéo de fragmentacéo
(10-30 mm) com a moagem e /ou trituragdo (0,2-2 mm). A reducdo de tamanho é conseguida através
da combinacgéo de diferentes tensdes mecénicas, como o impacto, a compresséo, a friccdo ou atrito e
o corte (Barakat et al., 2014). As maiores desvantagens deste processo encontram-se directamente
ligadas aos elevados custos energéticos e a sua incapacidade de remover a lenhina que pode dificultar

o eventual processo de hidrélise enzimatica (Quilhd, 2011).

2.4.1.1. Tratamentos hidrotérmicos

Os tratamentos hidrotérmicos, em especial a auto-hidrélise (“liquid hot water”, LHW) e a explosdo com
vapor (“Stream explosion”, SE), baseiam-se na utilizacdo de agua ou vapor, ou ambos, e calor para o
tratamento da biomassa (Carvalheiro et al, 2013). A auto-ioniza¢do da agua gera protdes que atuam
como catalisadores a hidrélise das hemiceluloses, causando a clivagem dos grupos acetileno que séo
libertados como &cido acético. Deste modo, ocorre a dissolugéo total ou parcial das hemiceluloses e a

sua conversdo em oligossacéridos e monossacaridos

ApGs o pré-tratamento para hidrélise das hemiceluloses, além do licor hemicelulésico, € também obtido

um residuo solido rico em celulose e lenhina (que poderédo ser usados sozinhos ou em conjunto).

11



2.4.1.2. Auto-hidrélise

A auto-hidrélise utiliza 4gua a temperaturas elevadas (> 100°C) e altas pressoes ( 2,7 bar) para manter
sua forma liquida, a fim de promover a desintegracéo e separacédo da matriz lenhocelulésica (Brodeur
et al., 2011). Dessa forma, ocorre uma hidrdlise relativamente elevada das hemiceluloses e uma baixa
formagdo de compostos inibidores da actividade enzimatica e microbiana em tratamentos
subsequentes, enquanto a celulose e lenhina ndo séo praticamente degradadas (Carvalheiro et al.,
2004). Em geral, sob condic¢des de utilizagao de dgua quente, as moléculas de agua liquida podem ser
ativadas, reagindo prontamente com as hemiceluloses ou moléculas de glicidos. Assim, a hidratacéo
dos grupos acetilo, associados a lenhina e as hemiceluloses, conduzem a acidificagdo do licor pela
formacdo de ides de hidrogénio (Liu et al., 2012). A liberacdo desses acidos ajuda a catalisar a
despolimerizacdo das hemiceluloses no liquido em oligossacaridos e em agucares monomericos que,
subsequentemente, sdo parcialmente degradados em aldeidos (Mosier et al., 2005). Desse modo, os
produtos da auto-hidrélise sdo uma mistura de oligossacaridos, monossacaridos, acido aceético,
derivados do furano, (principalmente furfural e hidroximetilfurfural (HMF)) e alguns compostos fenélicos
da lenhina (Biswas e Ahring, 2016) e extrativos. A fase solida € constituida por hemiceluloses residuais,

lenhina e celulose (Chiaramonti et al., 2012).

E de salientar, que os xilo-oligossacéridos (XOS) séo os principais produtos presentes nos hidrolisados
provenientes da auto-hidrélise de biomassas ricas em xilanas sob condi¢des moderadas (Gullén et al.,
2010). Os XOS possuem grande potencial prebidtico e podem ser usados como ingredientes ativos em
muitos produtos alimentares (Aachary & Prapula, 2011). O carater prebidtico dos XOS esta relacionado
principalmente com a sua capacidade de estimular o crescimento de bactérias benéficas, como
bifidobactérias e lactobacilos. Entretanto, os XOS apresentam também uma gama de outras
propriedades bioativas que incluem atividade antioxidante, propriedades antialérgicas, antimicrobianas,
anti-infecciosas e anti-inflamatérias, atividade citotéxica, cosmética, entre outras propriedades
benéficas (Moure et al., 2006).

2.4.1.3. Explosdo com vapor

O processo de explosdo com vapor (“Stream explosion”, SE) € um processo fisico-quimico que utiliza
vapor de agua saturado para o0 aquecimento, o que permite uma velocidade de transferéncia de calor
elevada (Martins, 2015). Pode ser realizado com ou sem adi¢cdo de produtos quimicos que actuam
como catalizadores ( SE ou SE catalisada, respectivamente). Em geral, neste tipo de pré-tratamento
sdo aplicadas temperaturas até 240 °C por um curto periodo e as principais alteracdes quimicas, bem
como a remog¢do de hemiceluloses permitem aumentar significativamente a digestibilidade enziméatica

da biomassa (Hendriks e Zeeman, 2009; Mosier et al., 2005).

ApGs a exposicao do material, este é sujeito a uma descompresséo rapida, na qual a &gua contida nas
fibras do material vaporiza, resultando numa “exploséo” (Sun & Cheng, 2002). Deste modo, da-se uma
desagregacdo da matriz lenho-celulésica do material, rompendo liga¢des intra- e intermoleculares,
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resultando numa degradacdo do material. Este método é fundamentalmente utilizado como pré-
tratamento, precedendo a hidrélise enzimética da celulose. A sua utilizagdo como método para
obtencdo de hidrolisados hemicelulésicos tem a desvantagem de conduzir a uma degradacdo dos
acuUcares relativamente elevada (Sun & Cheng, 2002) quando comparado, por exemplo, com a auto-

hidrélise.

2.4.2.0utos métodos de Pré-tratamentos

2.4.2.1. Pré-tratamento alcalino

Entre os processos quimicos utilizados, destacam-se os processos alcalinos que embora afetem
principalmente a lenhina também podem afetar as hemiceluloses. O mecanismo da hidrélise alcalina
consiste na saponificacéo das ligacdes ésteres intermoleculares que ligam a lenhina as hemiceluloses
(Sun & Cheng, 2002). A hidrdlise alcalina também altera o grau de polimerizacdo dos componentes do
material lenho-celulésico, provocando mudancas nas propriedades fisicas dos sélidos tratados,
nomeadamente a area de superficie, porosidade e cristalinidade da biomassa (Kim et al., 2016). Este
pré-tratamento ird remover a lenhina e as hemiceluloses do material lenho-celulésico, expondo a
celulose de modo a promover o aumento da eficiéncia da sua hidrélise enzimética. A eficiéncia desta
hidrélise esta dependente das suas condicdes, tais como a temperatura (até 150-200 °C) e duracdo

(entre 30 min a semanas).

2.4.2.2. Pré-tratamento acido

A hidrélise acida pode ser caracterizada através de duas abordagens: utilizacdo de acidos
concentrados a temperaturas baixas, ou, utilizacdo de éacidos diluidos a temperaturas elevadas

(Carvalheiro et al, 2008), destacando-se a segunda.

A hidrélise com &cidos diluidos (acido sulfarico 0,5-1,5%) é a mais utilizada industrialmente, uma vez
gue é possivel obter rendimentos relativamente elevados em agucares provenientes da hidrélise e
solubilizagdo das hemiceluloses. Ao contrario das hidrdlises utilizando acidos concentrados, a sua
diluicdo origina menos compostos de degradagéo e néo é tdo corrosiva. A sua eficicia depende da
concentracdo em acido e temperatura da reagdo. Quanto maior for a temperatura e/ou concentracéo
em acido, maior sera a formacao de produtos de degradacéo, tais como o furfural (maioritario, derivado
da hidrélise das pentoses), 5-hidroximetilfurfural (derivado da hidrélise das hexoses), que levam a
libertacdo do &cido formico. Para além destes compostos, também s&@o formados &cidos fendlicos,
acidos alifaticos (tal como o levulinico- derivado da lenhina), e aldeidos, com propriedades inibitorias
da atividade enzimatica e fermentacéo (Carvalheiro et al, 2008). Em meio acido, a lenhina é dissolvida

principalmente por quebra das ligacdes a-éter e arilglicerol-p-aril éter.
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2.4.2.3. Processos Organosolv

Nos processos organosolv, ou por solventes, incluem-se todos os métodos que utilizam solventes
organicos como agentes de deslenhificacdo. Tém sido testados muitos solventes: alcoois alifaticos
(metanol, etanol, etilenoglicol), acetona, acido acético, acido férmico, acetato de etilo, fenoal,
etilenodiamina, dimetilsulféxido. A deslenhificacdo pode ser efectuada sem catalizadores, pois 0 acido
acético libertado por quebra dos grupos acetilo das hemiceluloses actuam como catalisador ao fornecer

os protdes necessarios a hidrolise de lenhina por catélise acida (solvélise autocatalisada).

2.4.2.4, Pré-tratamento com liquidos iénicos (ILs)

Os liquidos ionicos (ILs) podem ser definidos como materiais compostos por um catido organico e um
anido organico ou inorganico e apresentam-se no estado liquido abaixo dos 100 °C. Estes liquidos
idnicos podem dissolver os polissacaridos e/ou a lenhina. O liquido i6nico cloreto de 1-butil-3-
metilimidazolio [BMIM]CI combinado com um co-solvente (dimetilsulféxido, DMSO) demonstrou ser
capaz de dissolver parcialmente a madeira com tamanho inferior a 1 mm. Apd6s a dissolucdo da
biomassa no liquido i6nico, o material rico em celulose pode ser recuperado, livre de lenhina, por
precipitacdo com um anti-solvente, como por exemplo, agua, metanol, etanol ou acetona. Apds
filtracdo, obtém-se o filtrado que é uma mistura de liquido idbnico com lenhina dissolvida e anti-solvente.
Depois, evapora-se 0 anti-solvente e a lenhina precipita. Assim, o liquido iénico pode ser recuperado e
reaproveitado por destilacdo/evaporacao do anti-solvente (Brandt et al., 2013).

As principais vantagens do pré-tratamento com liquidos iénicos séo o facto de ndo produzir produtos
téxicos ou inflamaveis, e ter boas capacidades para dissolver na totalidade a madeira. A principal
desvantagem desta tecnologia prende-se com os elevados custos de recuperacéo e a dificuldade de
recuperacao total do liquido ibénico o que pode tornar o pré-tratamento economicamente inviavel, e de
dificil implementacao industrial (Brandt et al., 2013).

2.4.2.5. Pré-tratamentos Biolégicos

Os pré-tratamentos biol6gicos consistem em submeter a biomassa lenho-celulésica & ac¢édo de
microrganismos ou de enzimas com o objectivo de degradar a lenhina e as hemiceluloses,

conseguindo-se manter a celulose quase intacta devido a sua maior resisténcia face ao ataque

biolégico.

O Quadro 2 apresenta um resumo das vantagens e desvantagens de alguns dos principais métodos

de pré-tratamento de materiais lenho-celul6sicos

14



Quadro 2: Vantagens e desvantagens dos principais métodos de fracionamento da biomassa lenho-

celuldsica (Biswas & Ahring 2016).

Pre- Vantagens Desvantagens
tratamento
Uso da agua como solvente, ndo requer | Produtos  solubilizados a baixa
nenhum produto quimico ou | concentracdo; menor capacidade de
recuperacdo; utiliza temperaturas mais | remocao da lenhina; envolve grandes
Auto- baixas do que a explosdo com vapor; | volumes de agua.
hidrélise nenhuma ou pequena formacdo de
inibidores enzimaticos ou bioldgicos;
custo-efetivo para operacdo em larga
escala.
Nao requer quimicos, ndo necessita de | Destruicdo incompleta da lenhina e
Explosa reciclagem; consumo de energia | glicidos; solubilizacdo parcial das
Xplosao comparativamente baixo; baixo custo | hemiceluloses; produz
com vapor
operacional. inibidoresenzimaticos ou biolégicos em
altas temperaturas
Uma velocidade de reacdo elevada; | Uso de produtos quimicos corrosivos,
Hidr6li solubiliza celulose e hemiceluloses, | caros e perigosos; requer produtos
. |'c:o IS¢ altera a estrutura da lenhina; aumenta a | alcalinos para neutralizacdo; forma
Zil ,Z area de superficie das particulas. inibidores em concentracbes mais
e altas; equipamentos e  custos
operacionais altos
Pré Aumenta a area de superficie; | alto custo de operacdo; lenhinas de
s interrompe a estrutura da lenhina; | baixa qualidade como subproduto;
tratamento
i melhora a hidrélise enzimatica. custos adicionais devido ao ajuste de
alcalino
pH
Acelera a deslenhificagcéo por | Necessidade de reciclagem do
dissociacédo do hidrogénio; possibilidade | solvente para economia do processo;
o | de usar temperaturas comparativamente | inibicdo microbiana devido ao solvente
rganosolv mais baixas; lenhiina e celulose reativas | residual; perigos de  explosao,
de alta qualidade e um fluxo aquoso de | preocupagbes ambientais, de salde e
hemicelulose. de seguranca
Dissolucdo muito eficaz da celulose; | Necessita de uma alta capacidade de
Liquidos pouca ou nenhuma formagcdo de | reciclagem dos LI para a viabilidade do
i6nicos inibidores; sintetiza produtos organicos | processo; ainda em fase exploratéria
de valor acrescentado.
Baixo consumo energético; condi¢bes de | Velocidades de hidrolises baixas;
Biologico reaccdo moderadas, sem reagentes | necessidade de um meio esterilizado

guimicos, ndo gera compostos toxicos
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Neste tipo de pré-tratamento séo utilizados especialmente fungos da podriddo branca (white-rot fungi)
gue possuem a capacidade de degradar eficientemente a lenhina em CO2. Outros fungos capazes de
degradar a biomassa lenho-celulésica séo os fungos da podriddo castanha que apenas conseguem
modificar a lenhina, sem a degradar. As vantagens do pré-tratamento bioldgico sdo o uso de
tratamentos com menor consumo energético, quando comparado com 0s processos quimicos e fisico-
guimicos, ndo necessitar de produtos quimicos, ter baixos custos de capital, ser seguro e amigo do
ambiente, requerendo condi¢des de operacdo moderadas. No entanto, o0 processo é muito lento, o que
0 torna pouco atractivo para uso industrial (Keshwani e Cheng, 2008).

2.4.2.6. Hidrélise enzimatica

A hidrélise enzimatica é o processo utilizado, em geral, para hidrolisar as fragcdes celulésicas e/ou
hemiceluldsicas recorrendo a enzimas celuloliticas e/ou xilanoliticas apds pré-tratamento dos materiais
lenho-celulésico (Martins, 2015). Segundo Cara et al., (2008), o objetivo do processo de hidrélise
enzimatica (EH) é despolimerizar os polissacaridos contidos nos substratos lenho-celulésicos pré-
tratados. Devido a complexa estrutura e composicdo das lenho-celuloses, € necessario utilizar

diferentes enzimas numa combinacdo apropriada para se conseguir a sua hidrélise completa.

E um processo que pode ser usado como complemento dos processos referidos anteriormente, de
modo a hidrolisar a fracdo celuldsica obtida nos seus mondmeros (glucose), para que esta possa ser
aproveitada noutros processos, especialmente por processos utilizando microrganismos, tais como a

producéo de etanol e acidos organicos (Palmqvist, 2000; Martins, 2015).

Este processo requer a acdo sinergética de trés enzimas: endoglucanase, exoglucanase (celobio-
hidrolase) e B-glucosidases. As endoglucanases quebram as liga¢des glucosidicas das cadeias de
celulose criando novos terminais; as exo-1,4-B-D-glucanases ou celobio-hidrolases sdoresponsaveis
pela acdo nos terminais levando a formacéo de celobiose; e as 1,4-3-D-glucosidades que hidrolisam a
celobiose em glucose. As endo-1,4-B-glucanases ou 1,4-B-D-glucana-4-glucano-hidrolases (EC
3.2.1.4) atuam aleatoriamente nas regides amorfas da celulose, hidrolisando liga¢des glucosidicas (-
(1,4) (Lynd et al., 1999; Martins, 2015). As celobio-hidrolases (exo-1,4-3-D-glucanases, EC 3.2.1.91)
atuam nos terminais redutores das cadeias de celulose, ocorrendo a formacao de D-celobiose. As “B-
D-glucosidases” ou B-D- gluco-hidrolases (EC 3.2.1.21) catalisam a hidrélise em unidades

monomeéricas de D-glucose a partir da celobiose e celodextrinas sollveis.

As principais vantagens deste processo consistem na utilizagdo de temperaturas moderadas as
reac¢bes ocorrem em meios ndo corrosivos, estando estas intimamente ligadas as vantagens
econdmicas do processo (baixo custo energético e de equipamento). Contudo, este tipo de processo
possui desvantagens que se prendem principalmente com o custo das enzimas, dificuldade da sua
recuperacao, e do facto de ser demorado, quando comparado com outros processos (Duarte et al.,
2004; Martins, 2015).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Matérias-primas e enzimas

Neste estudo utilizou-se, como matérias-prima, o bagaco de azeitona extractado e o caroco de azeitona
de lagar de duas fases. O bagaco de azeitona extractado corresponde ao residuo solido obtido apos
extraccdo do Oleo de bagaco de azeitona com n-hexano. Este bagaco ndo foi completamente
descarocado, de modo a facilitar a extracgdo do 6leo por hexano. Antes do processo de extraccao do
oleo as particulas de caroco triturado foram separadas por centrifugacdo e também utilizadas neste
estudo. As amostras de bagaco e de caroco de azeitona foram fornecidas pela empresa UCASUL-

Unido de Cooperativas UCRL (Alvito, Beja, Portugal).

As preparacdes enzimaticas liquidas usadas foram gentilmente doadas pela Novozymes A/S
(Bagsvaerd, Dinamarca): “Saczyme Yield” (nhomeada ao longo do texto como Saczyme) é uma mistura
de amiloglucosidases, celulases e beta-glucosidases; “Celluclast 1.5 L” (homeada ao longo do texto
como Celluclast) consiste em celulases de Trichoderma reesei, e “Ultimase BWL 40" (nomeada ao
longo do texto como Ultimase) é uma mistura de enzimas de beta-glucanases/xilanases de uma estirpe
selvagem (ndo OGM) de Trichoderma reesei desenvolvida para aplicaces no fabrico de cerveja.

3.2 Andlise quimica de matérias-primas e sélidos pré-tratados

3.2.1 Preparacdo da amostra

As amostras de caro¢co e bagaco de azeitona destinadas a andlise da composicdo quimica foram
moidas num moinho “Wiley com um crivo de 2mm, e posteriormente separadas por classes
granulométricas num crivo vibratério “Retsch”, A fracgéo 40-60 mesh (0,420-0,250 mm) foi utilizada na

determinacéo do teor de extractivos, lenhinas, acglcares estruturais e cinzas.

3.2.2 Determinacédo do teor de humidade

O teor de humidade das amostras foi determinado gravimetricamente. O método utilizado consistiu na
determinacéo da perda de massa de 2g de amostra, que foi colocada numa estufa, a 100°C durante
24h. O teor de humidade em base humida foi determinado pela Equacéo 1

amostra ~ mamostra seca

m
Humidade (%) = x 100 (Equacio 1)

mamostra

Para cada amostra, o ensaio foi realizado em duplicado.
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3.2.3 Determinagéo do teor de cinzas

O teor de cinzas foi obtido gravimetricamente ap6s incineragdo das amostras (TAPPI T 221 om-02). A
incineragao foi feita numa mufla (Heraeus MR 170 E) a 525°C em 2g de amostra seca, durante cerca
de 24 horas até completa oxidacdo dos materiais organicos presentes.

O teor de cinzas foi determinado pela Equagéo 2

M¢inzas da amostra

Teor de cinzas (%) = x 100 ( Equagdo 2)

amostra seca

Para cada amostra o ensaio foi realizado em duplicado.

3.2.4 Determinacédo de extractivos pelo método de Soxhlet

A determinacdo dos extractivos teve por base a norma TAPPI 204 cm™’. Foram pesados cerca de 2,2
g de amostra seca da fracdo 40-60 mesh para cartuchos de extracdo e submetidos a extraccfes
sucessivas, em aparelho de Soxhlet, com solventes de polaridade crescente: diclorometano, etanol e
agua destilada. Utilizaram-se cerca de 170 mL de cada solvente, tendo-se feito a extracgao durante 6h

com diclorometano, 16h com etanol e 16h com agua.

O teor de substancias soluveis em cada solvente foi obtido através da determinacdo gravimétrica da

perda de massa da amostra apds cada extracgao.

O teor de substancias sollveis em cada solvente foi determinado pela Equacao 3

Megtrato

Extractivos (%) = x 100 (Equagio 3)

mamostra seca

Para cada amostra, a determinacéo foi realizado em duplicado.

O teor de extractivos totais foi obtido a partir da soma dos teores de extractivos em diclorometano,

etanol e agua.

3.2.5 Determinacéo do teor de lenhinas

3.2.5.1 Determinacédo dalenhina de Klason

A determinacdo da lenhina Klason foi seguida de acordo com a norma TAPPI 222 om? (2002) que
guantifica a lenhina Klason como o residuo insollvel resultante do ataque quimico do material com
acido forte. Foram pesados 0,35g de amostra previamente extractada e seca, para um copo de
precipitacdo. Foram adicionados 3 mL de H2SO4 a 72% (m/m), e a mistura colocada hum banho-maria
termoestatizado a 30°C, durante 1 hora, com agitacdo ocasional, utilizando uma vareta de vidro. De
seguida, a mistura foi transferida para um frasco de vidro com tampa hermética e adicionados 84 mL

de 4gua destilada de modo a diluir o acido até uma concentracao de 4% (V/V). De seguida os frascos
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de vidro com as amostras foram colocados numa autoclave (Certoclav-EL 12/18L) durante 1 hora a
120°C. Quando atingido o tempo de reaccdo, apos a descompressao da autoclave, os fracos foram
retirados da autoclave e arrefecidos em gelo. Apds o arrefecimento, procedeu-se a filtragdo da mistura
recorrendo a cadinhos de placa porosa (porosidade 4), previamente secos e tarados. O residuo
insoltvel em &cido retido no cadinho filtrante (lenhina Klason) foi lavado com agua destilada. O filtrado

foi guardado para a determinagéo do teor de lenhina solGvel e dos acUcares estruturais.

Os cadinhos com o residuo foram secos inicialmente numa estufa a 60°C, durante 24 horas e de

seguida numa estufa a 100°C, durante 2 horas.

O teor de lenhina Klason foi determinada ap6s secagem do residuo e corrigida em relacdo ao teor de

extractivos e de cinzas, de acordo com as Equacfes 4 e 5.

residuo amostra

m
A (Lenhina KLASON sem correc¢io (%)) = x 100 (Equacio 4)

amostra seca

Lenhina KLASON corrigida = (1°°‘ Extractivos (%)_Cinzas (%)) % A

100

(Equacéo 5)
Para cada amostra, a determinacéo foi realizado em duplicado.
3.2.5.2 Determinacédo dalenhina soltvel

A determinacéo da lenhina soltvel em acido foi efetuada de acordo com a norma TAPPI UM 250 (1993).
A lenhina soltvel em &cido foi determinada através da absor¢édo no ultravioleta (205 nm) do filtrado
(250 mL) resultante da determinacéo da lenhina Klason. Foram pipetados 2mL ou 1mL do filtrado, de
caroco e de bagaco de azeitona, respetivamente, para um tubo de ensaio e perfez-se o volume até aos
20mL, com agua destilada. A leitura da absorvancia a 250nm foi realizada num espetrofotémetro (UV-

160A Recording Spectrophotometer, Shimadzu) contra dgua destilada.

Para a determinacéo da lenhina soltvel foi utilizada a Equacéo 6.

AposXVXf

Lenhina solivel = X 100 (Equacao 6)

€XMamostra seca

Sendo: Azos — Absorvancia a 205 nm, € — 110 cm™*glL (absortividade molar), V — volume inicial (0,250
L), f —factor de diluicdo, m — massa seca (Q)

Para cada amostra, a determinacéo foi realizada em duplicado.

19



3.3 Composicédo dos acUcares estruturais

A composicéo dos agucares estruturais, correspondentes a celulose e as hemiceluloses, foi avaliada,
através da quantificacdo dos acglcares correspondentes apés a sua total hidrolise (no hidrolisado obtido

na determinacao da lenhina Klason) por HPLC (Cromatografia liquida de alta eficiéncia)

A andlise por HPLC foi realizada no Laboratério de Analises REQUIMTE - Rede de Quimica e
Tecnologia, Departamento de Quimica da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia de Universidade NOVA
de Lisboa. Foi utilizado um equipamento DIONEX ICS3000 equipado com uma coluna Carbopac PA10
250x40 mm + Aminotrap e um detetor PAD. Os cromatogramas das amostras foram comparados com
os dos padrdes dos aclcares e acidos organicos a serem analisados, sendo a quantificacdo feita por

curvas de calibragéo de cada composto.
3.4 Tratamento hidrotérmico - Auto-hidrdlise

As amostras de bagaco e de caro¢o de azeitona foram hidrolisadas em autoclave (ajc Uniclave 88), em
frascos Shott de 500mL de capacidade com tampa hermética, com as seguintes condi¢cdes operatorias
(Fernandes et al, 2016): Foram colocados 375mL de agua destilada e 125g de cada amostra ( razdo
sélido/liquido de 1:3, m/v) nos frascos shot com tampa hermética e introduzidos numa autoclave a
130°C. Quando atingido o tempo de reaccédo pretendido (130min), procedeu-se a descompressédo da

autoclave e os fracos foram retirados e arrefecidos em gelo.

A separacéo soélido-liquido foi realizada por filtracdo recorrendo a cadinhos de placa porosa (porosidade
Q), previamente secos e tarados. As fracgbes solidas foram cuidadosamente lavadas com agua
destilada e secas até massa constante, inicialmente numa estufa a 60°C, durante 24 horas e de seguida
numa estufa a 100°C, durante 24 horas. Por fim foram pesados e determinada a percentagem de
sélidos insollveis e a percentagem sélidos sollveis presentes no hidrolisado resultante. O material
insolavel (residuo sélido) proveniente da etapa de hidrélise foi quimicamente analisado, com a
determinacéo do teor de lenhina Klason e lenhina sollvel e composi¢éo e quantificacdo dos agUcares
estruturais.

Os efeitos do tempo e da temperatura da auto-hidrélise foram interpretados pelo fator de severidade,
log Ro, usado como medida de severidade do processo de degradacgéo dos polissacéridos (Overend et
al., 1987).

R, = fot exp (m) dt (Equagéo 7)

14.75

onde a temperatura (T, °C) € uma fungdo do tempo (t, min), e 14,75°C* é um parametro empirico

relacionado com a energia de ativagdo e temperatura.
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3.5 Quantificagcéo da actividade total da Celulase (Filter Paper Activity)

A actividade total de celulase foi quantificada de acordo com o protocolo da IUPAC (Ghose, 1987,
Adney e Baker, 2008) utilizando papel de filtro como substrato, sendo a actividade enzimatica expressa
como “unidades de papel de filtro” (“Filter-paper Units”, FPU) por volume de enzima. Devido a
heterogeneidade do substrato sélido, o rendimento em acUcares redutores durante a hidrélise néo é
uma funcao linear da quantidade de celulase presente. Isto significa que o dobro da quantidade de
enzima nao representa duas vezes o rendimento em acucares redutores em igual tempo de reaccao.
Uma FPU é a quantidade de enzima que produz 2mg de glucose a partir de 50mg de papel de filtro,
apo6s 60min de hidrélise, a 50°C. A actividade celulasica total de uma preparacdo enzimatica é expressa
em FPU por mL da solugéo original de enzima (néo diluida).

Para determinacdo da actividade celulasica das diferentes preparacdes utilizadas, preparou-se uma
solucdo diluida de 1:20 (v:v) em solucdo tampao de citrato (pH 4,8) a partir de cada solucéo enzimatica

original. Desta solucao, prepararam-se 5 diluicdes, de acordo com o0 Quadro 3

Quadro 3: Solucdes utilizadas na determinagéo da actividade celulasica das preparacoes enzimaticas

utilizadas.
Volume de Volume de
solucéo solucao
tampéao enzimética 1:20 | Velocidade
(mL) (mL) de diluicédo
1,900 0,1 0,0025
1,85 0,15 0,00375
1,8 0,2 0,005
1,7 0,3 0,0075
1,65 0,35 0,00875

As diluicdes usadas para cada enzima, sdo traduzidas em termos de concentracdo de enzimas de
acordo com a expressao seguinte:

[ dil
[enzima] = ~ = L2 (@D

D~V total (dil) (Equagéo 8)

Onde D é a diluicdo, V enz(dil) € o volume da enzima na diluicdo e V total(dil) € o volume total de
diluicao.
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A solucado tampéo de citrato (50 mM, pH 4,8) foi preparada a partir da diluicdo (19 vezes) em agua
destilada de uma solucéo tampéo de citrato 1 M, pH 4,5. Para preparar a solugéo a pH 4,5, dissolveram-
se 210g de &cido citrico mono-hidratado em 750 mL de agua destilada, e adicionaram-se 50-60g de
hidréxido de sédio, até se atingir o valor pH 4,3. Em seguida esta solucao foi diluida até cerca de

1000mL e o pH ajustado a 4,5, se necessario.

Para cada diluicdo, prepararam-se os seguintes tubos em duplicado, contendo:

- Uma tira de papel de filtro enrolado (50mg, 1,0 x 6,0cm), submersa em 1mL de solugdo tampé&o pH
4,8 e 0,5 mL de solucdo de enzima diluida;

- Uma tira de papel de filtro enrolado (50mg, 1,0 x 6,0 cm), submersa em 1mL de solugdo tampéao pH

4,8 (branco sem enzima)

- Um mL de solugdo tampao pH 4,8 e 0,5mL de solucdo de enzima diluida (branco sem substrato);

Em cada ensaio, os aclcares redutores foram quantificados em aliquotas de 25uL do meio reaccional
tendo por base a quantificacdo das concentracdes de glucose (mg/mL) determinadas através do
método colorimétrico fenol sulfurico (Dubois et al., 1956).

A actividade enzimatica foi calculada subtraindo os valores de glucose obtidos nos ensaios apenas

com o substrato e nos ensaios apenas com enzima.

Para calcular a actividade total da celulase (FPU/mL), foi estimada a concentracdo de enzima
necesséria para libertar exactamente 2,0mg de glucose, tragcando uma curva da glucose libertada em
funcéo da concentracdo da enzima. A actividade total da celulase foi calculada através da expresséao.

0,37
[Enzimal] para libertar 2 mg glucose

FPU = Unidades/mL (Equacéo 9)

Onde, [Enzima] é a concentragdo de celulase necessaria para libertar 2,0mg de glucose

3.6 Quantificacdo da atividade B- glucosidase

A actividade enzimética B- glucosidase foi quantificada de acordo com o protocolo da IUPAC (Ghose,
1987; Zhang et al., 2009) utilizando celobiose como substrato. A atividade enziméatica da - glucosidase
(celobiase) foi expressa em termos de “unidades internacionais” (IU) por mL da solu¢do enzimatica
original (IU/mL). Uma IU é a quantidade de enzima que produz 1 micromole de glucose/min a partir da
hidrélise da celobiose. Para determinar a actividade enzimética foi estimada a concentragdo de enzima
necessaria para libertar exatamente 1,0mg de glucose, tragando uma curva da glucose libertada em

fungdo da concentracdo da enzima.
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Os agUcares soluveis totais foram quantificados tendo por base a quantificacéo das concentracdes de
glucose (mg/mL) determinadas através do método colorimétrico fenol sulfdrico (Dubois et al., 1956).

A actividade da - glucosidase foi calculada segundo a expressao

0,0926

[Enzima] para libertar 1,0 mg glucose

(IU/mL) = (Equacao 10)

3.7 Determinacao de agUcares totais método fenol sulfdrico

Os acgucares totais foram determinados pelo método fenol-sulfaricco. Este método, segundo Dubois et
al. (1956), fundamenta-se no facto de que os acglUcares simples (monossacaridos) ou complexos
(polissacaridos), e seus derivados, incluindo ésteres metilicos com grupos redutores livres ou
potencialmente livres, quando tratados com fenol e acido sulflrico concentrado, originam compostos
de coloracdo amarelo-alaranjado, com uma reaccao sensivel e coloracéo estavel. Este método permite
dosear os acuUcares sollveis totais. Este método baseia-se na degradacédo dos aclcares por acido
forte e/lou temperaturas altas, que levam a producdo de derivados de furano, que por sua vez
condensam, produzindo substancias de cor castanha e preta. Quanto maior a intensidade da cor, maior
a concentracdo de aclcares, podendo esta concentracdo ser determinada por espectrofotometria,
medindo-se a absorvancia a 490nm, apds a reac¢ao.

A partir de uma solugcdo de glucose em agua (1g/L), foram preparadas as solu¢des padrdo com

diferentes concentracdes (entre 10 e 100mg/L) para obtencdo da curva de calibracéo.

A 0,1mL de amostra (de cada diluicdo da solug¢édo de glucose) foram adicionados 1mL da solugdo de
fenol (5%, viv) e 2,5mL da solucdo de acido sulfdrico concentrado (98%, m/m). Como a reaccdo é
exotérmica, a mistura ficou a repousar durante 30 minutos a temperatura ambiente. Seguidamente foi
efectuada a leitura no espectrofotébmetro a 490nm, que corresponde ao comprimento de onda para
deteccdo da glucose. Para obter a curva de calibracéo foi construido o gréfico da concentragéo de

acucares em funcdo da absorvancia.

A gquantificacdo dos acUcares ao longo da hidrélise enzimética foi realizada em aliquotas de 25uL do
meio reaccional a que se adicionaram 75puL de tampdo citrato pH 4,8 (50 mM), 1mL de soluc¢édo de fenol
(5 %, viV) e 2,5mL de H2S0O4 concentrado (96 % m/m).

3.8 Hidrdlise enzimatica (sacarificagéo)

Ap6s a auto-hidrolise, os residuos solidos obtidos do bagaco de azeitona e do caro¢o da azeitona foram
utilizados como substratos para a sacarificacao catalisada por Saczyme, Celluclast ou Ultimase. O meio
reaccional consistiu em 40mL de uma suspenséo do substrato seco em diferentes concentragdes (10,
20 e 30% m/v) em solugdo tampdo de citrato a pH 4,8. A quantidade de enzima usada em cada ensaio
foi de 45 FPU/g de substrato seco (Fernandes et al., 2016). As reacdes foram realizadas a 50°C em

reactores de vidro cilindricos de 70mL com parede dupla para circulacdo de agua e manutencgéo da
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temperatura, fechados com uma rolha, sob agitacdo magnética. As reacdes foram realizadas em
duplicado e foram retiradas amostras de 0,5mL ao longo de 48h de reaccdo. Em cada toma, a glucose
foi quantificada em triplicado usando o método do fenol-sulfirico. Assim, para cada tempo de reaccao,

a quantidade de glucose produzida foi o valor médio de 6 medi¢des (3 de cada reactor).
Os resultados obtidos foram expressos da seguinte forma:

- Concentracao de glucose por mL de meio reaccional;

- Massa de glucose (g) por kg de bagaco ou caroco;

- Converséo (%) de glucanas em glucose no bagaco e caroco, considerando os teores iniciais de
11,9% e 16% (m/m) de glucanas, respectivamente.

- Velocidade inicial de hidrolise (mg glucose/h), determinada como o declive da recta ajustada a

producdo de glucose durante as primeiras horas de reacao (até 3 horas de reacdo).

3.9 Espectroscopiade FTIR

A espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) foi realizada usando pastilhas
de KBr. Cada amostra ultra-moida com diametro inferior a 0,074mm (>200 mesh) foi seca em estufa a
60 °C durante a noite e uma aliquota de 1,5mg foi misturada com 200 mg de KBr num almofariz. Os
pellets de KBr foram preparados com um compressor Carver C40000-544 e analisados em um
espectrometro Bruker FT-IR (Alpha 100382) equipado com um acessério detector de pellet KBr (Alpha-
T), realizando 24 “scans” por amostra com uma resolugdo de 4cm™ e gama de nimero de onda de
375-4000 cm-1. O tratamento dos dados foi realizado utilizando o software OPUS 6.5 da Bruker.

3.10 Imagens de microscopia electrénica de varrimento

As imagens de microscopia electronica de varrimento (MEV) de bagaco e carogo de azeitona
extratados, antes da auto-hidrélise, ap6s auto-hidrélise e apés hidrélise enzimatica, foram realizadas
em um microscopio electrénico de varrimento (MEV) Hitachi® 3030 Plus a 5 kV com diferentes

ampliac@es e as imagens foram gravadas em formato digital.

24



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Composicao quimica do bagago de azeitona extractado

A composi¢do quimica do bagaco e do caroco de azeitona extractados (expressas em % de matéria
seca em estufa, % m.s.) esta detalhada no Quadro 4. Existem diferencas consideraveis na composi¢ao

guimica das amostras de bagaco e caroco.

Quadro 4: Composicéo quimica do bagaco e do caroco de azeitona extractados (expressas em % de

matéria seca em estufa, % m.s.)

Bagaco Caroco
Cinza 7,3 0,6
Extractivos: 34,4 13,7
Diclorometano 8,0 7,8
Etanol 12,4 3,1
Agua 14,0 2,8
Lenhina total 31,2 42,1
Lenhina Klason 27,0 39,8
Lenhina soluvel 4,2 2,3
Polissacaridos: 36,5 45,8
Glucose 13,8 15,3
Xilose 18,9 20,3
Manose 0,5 0
Galactose 0,2 0,4
Arabinose 0,6 0,8
Ramnose 0,2 0,3
Acido Galacturénico 0,3 0,7
Acido Glucurénico 0 0,1
Grupos acetilo 2,0 7.9

O bagaco de azeitona extractado é caracterizado pelo alto teor de extractivos (34,4%), com
consideravel propor¢éo de extractivos solUveis em etanol e em agua (76,7 % do total de extractivos).
Os extractos lipofilicos soliveis em diclorometano, que incluem uma fraccdo oleosa residual,
representaram 8,0 % do bagaco (massa seca). Ruggeri et al. (2015) referem um teor de 7,5% de
extractivos lipossollveis no bagaco apds extraccéo industrial do 6leo. Essa fragdo lipofilica residual
provavelmente consiste em compostos de oxidagéo lipidica e acilgliceréis de acidos oxidados, que sdo
extraidos apenas em quantidades muito pequenas pelo hexano, durante a operacdo de extragéo por
solvente industrial (Wolff, 1997). Eles podem ser extraidos com diclorometano, que é um solvente mais

hidrofilico.
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O teor de cinza da amostra de bagaco de azeitona estudada foi de 7,3 %. Este valor é mais alto do que
outros valores reportados, por exemplo 4,4% (Fernandes et al., 2016) e 6% (Ruggeri et al., 2015). Os
componentes estruturais do bagaco de azeitona extractado (Quadro 4) incluem 31,2 % de lenhina e
36,5 % de polissacaridos (13,8 % de glucanas e 22,7% de hemiceluloses). No geral, os valores obtidos
estdo de acordo com os valores publicados para a composicdo quimica do bagaco de azeitona
extractado: Leite et al. (2016) relataram 41,6% de lenhina e 35,3% de polissacaridos (11,2% de celulose
e 24,1% de hemiceluloses). Fernandes et al. (2016) referiram 33,9% de lenhina Klason, 22,9 % de
glucanas e 23,3% de hemiceluloses, e Ruggeri et al. (2015) relataram 37% de lenhina e 49,5% de
celulose e hemiceluloses. O bagaco de azeitona de duas fases € composto principalmente por agua
(60-70%), polissacaridos da parede celular (18-20 %), lenhina (13-15 %), 6leo retido na polpa (2,5-3,0
%) e solidos (2,5 %) (Borja et al., 2002; Coimbra et al., 2010).

Os polissacaridos no bagaco de azeitona extractado (Quadro 4) mostram uma predominancia de
xilanas acetiladas, isto é, a xilose representa 51,9 % do total de unidades monomeéricas, 0s grupos
acetilo representam 5,5 %, enquanto a glucose corresponde a 37,8% do total de unidades
monomeéricas. O teor de arabinose, manose, galactose e acidos urénicos é baixo, representando 1,6%,
1,4 %, 0,6 % e 0,8 %, respectivamente. Coimbra et al. (2010) referiram que a parede celular de bagaco
de azeitona consiste principalmente na mesma propor¢cdo de hemiceluloses (ricas em xilanas,

glucuronoxilanas, xilo-glucanas, bem como mananas) e celulose.

A composicao estrutural do bagaco de azeitona extractado indica claramente uma via potencial para a
valorizacdo das hemiceluloses pela producdo de xilo-oligossacéridos (XOS) e monossacarideos
usando tratamentos suaves, como o tratamento hidrotérmico que foi usado neste estudo. De facto, os
tratamentos hidrotérmicos mostraram-se eficientes e ecologicamente adequados para o
fraccionamento de varios tipos de biomassa rica em hemiceluloses, permitindo uma hidrélise selectiva
das hemiceluloses e uma alta recuperacéo de XOS soluvel, como a palha de milho (Moniz et al., 2013).

palha de arroz (Moniz et al., 2014) e a “ dreche” cervejeira (Carvalheiro et al., 2004).

4.2 Composicéo quimica do caro¢o de azeitona

O caroco de azeitona difer claramente quimicamente do bagaco, pois apresenta uma natureza lenho-
celulésica tipica, com baixo teor de cinza e proteina, e contém 2,5 vezes menos extractivos do que os
observados no bagaco (Quadro 4). O caroco de azeitona € um material altamente lenhificado com
42,1% de lenhina e 45,8% de polissacaridos (15,3 % de glucanas e 30,4% de hemiceluloses). As
hemiceluloses principais séo xilanas altamente acetiladas, isto &, a xilose representa 44,4% do total de
unidades monomeéricas e os grupos acetilo representam 17,3%, enquanto a glucose corresponde a
33,5 % do total de unidades monomeéricas. O teor de arabinose, galactose e de acidos urénicos foi

baixo, representando 1,8 %, 0,9 % e 1,8 %, respectivamente, enquanto a manose nao foi detectada.

Estudos anteriores sobre a composicao quimica do caro¢co de azeitona referem uma variagcdo de
composi¢cdo que engloba os resultados encontrados no presente trabalho: 20,1-40,4% de celulose,

18,5-32,5% de hemiceluloses, 25,3-48,4% de lenhina insollvel em acido, 8,9- 10,5% de extrativos e
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0,5-3,3% de cinzas (Fernandez-Bolafios et al., 1999; Demirbas 2002; Hernandez et al., 2014; Cuevas
et al.,, 2015; Romero-Garcia et al., 2016). Coimbra et al. (1995) isolaram e caracterizaram o0s
polissacéridos da parede celular do caroco de azeitona e descobriram que eles s&o ricos em xilose e
glucose, com glucuronoxilanos como os principais polissacaridos nao celuldsicos (em mol %: 1%
ramnose, 2% arabinose, 48% xilose, 1% de galactose, 41% de glucose e 8% de acidos urénicos). Saleh
et al. (2014) também relataram que as hemiceluloses do caroco de azeitona sao ricas em grupos xilose
e acetilo (20,6% e 4,0%, respectivamente). A caracterizagcao quimica do bagaco de azeitona extractado
e do caroco de azeitona mostrou que eles possuem xilanas hemicelulésicas como as principais
estruturas polissacaridicas. Estes compostos podem ser valorizados por um pré-tratamento para a
producdo de XOS e aclicares monoméricos, antes da consideracao da hidrélise enzimatica da fraccéo

celulésica remanescente para a producéo de glucose para fermentacao.

4.3 Pré-tratamento hidrotérmico

O Quadro 5 apresenta os rendimentos e a composicao quimica dos residuos soélidos obtidos apés os
tratamentos hidrotérmicos realizados nas amostras extraidas do bagaco de azeitona e caroco de

azeitona.

O pré-tratamento visa modificar a estrutura do sélido para melhorar a hidrélise enzimética subsequente
da celulose. As principais variaveis na auto-hidrélise sdo a temperatura e o tempo de reacc¢do. O
tratamento hidrotérmico foi realizado apenas com agua (ou seja, auto-hidrdlise ndo catalisada) e a uma
temperatura de 130°C durante 130 min, que corresponde a um factor de severidade de log Ro igual a
2,99, que é baixo em comparacdo com a maioria dos tratamentos hidrotérmicos aplicados a uma ampla
gama de matérias-primas referidas na literatura. O tratamento hidrotérmico solubilizou 25,5 % do
bagaco de azeitona extractado e 13,3% do carogo de azeitona, ou seja, o rendimento em sélidos obtido
foi de 74,5% e 86,7%, respectivamente (Quadro 5). Como esperado, a auto-hidrélise afectou
principalmente as hemiceluloses, resultando em 65% e 75% de solubilizacdo das hemiceluloses
originais do bagaco de azeitona extratado e do caroco de azeitona, respectivamente, especialmente de

xilanas (cerca de 65% das xilanas originais) e grupos acetilo, todos destruidos durante a auto-hidrdlise.
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Quadro 5: Rendimento massico apos tratamento hidrotérmico do bagaco e do caroco de azeitona e

caracteriza¢do quimica dos residuos soélidos (% m.s.)

Bagaco Caroco
Rendimento em sdlidos (% do
material inicial em base seca) s 867
(% m.s.)
Cinza 3,9 0,3
Lenhina total 53,1 55,8
Lenhina Klason 52,1 54,2
Lenhina solavel 1,0 1,6
Polissacéridos
Glucose 11,9 16,0
Xilose 9,2 7,6
Manose 0 0

Em contraste com as hemiceluloses, as glucanas permaneceram essencialmente inalteradas no carogo
de azeitona pré-tratado (91% das glucanas iniciais). Contudo, para o bagaco de azeitona extractado,
ocorreu uma despolimerizacdo de glucanas em oligossacéaridos e glucose em certa extensao, isto &,
35% das glucanas originais foram solubilizadas, apesar das condicfes relativamente suaves de auto-
hidrélise usadas neste estudo. Isto pode ser explicado pela hidrdlise de xilo-glucanas hemiceluldsicas
do bagaco de azeitona, enquanto a fracdo de celulose permaneceu no sélido. A lenhina nédo foi
solubilizada pelo tratamento hidrotérmico, pois apenas 1% da lenhina inicial em ambos os residuos foi
removida. Portanto, o teor de lenhina nos materiais auto-hidrolisados aumentou em comparag¢do com
a composicdo dos materiais iniciais para 53,1 % e 55,8 % no bagaco e carogco de azeitona,
respectivamente (Quadro 4 e 5). O Quadro 6 mostra alguns exemplos de tratamentos térmicos
realizados com bagaco de azeitona extractado, polpa de azeitona e caroco, e condi¢cdes de

sacarificacdo enzimética utilizadas.

Cuevas et al. (2015) realizaram um pré-tratamento de auto-hidrolise ao carogco de azeitona sob
condi¢Bes ndo isotérmicas com diferentes factores de severidade e observaram que 0s ensaios
realizados a log Ro inferior a 3,0 ndo influenciaram os principais componentes estruturais do caroco,
enquanto se verificou a solubilizacdo completa da fraccdo hemicelulésica com tratamentos com
factores de severidade préximo de 3,70. Ballesteros et al., (2002a) avaliaram os efeitos da (exploséo
com vapor) de polpa de azeitona a diferentes temperaturas (150 a 250 °C) sob condi¢cdes néo
isotérmicas e relataram que as hemiceluloses foram o principal constituinte extraido em todos os
ensaios, com uma solubilizacéo parcial somente quando se aplicaram pré-tratamentos mais leves a
150 e 180°C. Fernandes et al. (2012) estudaram a auto-hidrélise sob condi¢des ndo isotérmicas de
bagaco de azeitona extractado e mostraram que para temperaturas inferiores a 170°C, a composi¢ao

do sélido pré-tratado ainda é semelhante a da matéria-prima, mas para temperaturas mais altas, os
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teores relativo de glucanas e de lenhina insoltvel aumentaram significativamente enquanto o teor de

hemiceluloses diminuiu significativamente, especialmente para os grupos arabinanas, xilanas e acetilo.

A auto-hidrélise aplicada a diferentes materiais de biomassa (palha de milho e palha de arroz) mostrou
também que o efeito principal € observado nas hemiceluloses com pouco impacto nas fraccdes de
celulose e lenhina (Moniz et al., 2013, 2014). Com as condi¢fes suaves usadas no presente estudo, o
tratamento hidrotérmico actuou como um solvente para os extractivos polares dos materiais,
verificando-se apenas uma solubilizacdo parcial das xilanas. De modo a conseguir-se uma remoc¢ao
substancial de hemiceluloses a partir do bagaco e do caro¢o de azeitona extractado, para a producao
de xilo-oligossacaridos (XOS), o pré-tratamento hidrotérmico deve ser optimizado em termos de
temperatura e tempo, nomeadamente utilizando factores de severidade mais elevados (factores de
severidade = 4,8; 225°C/10min).
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Quadro 6: Condicdes de pré-tratamento e sacarificacao de bagaco e caroco de azeitona realizados por vérios autores.

Material Pré-tratamento Enzimas [Enzimas] Carga Condicdes Converséao de glucanas Kg Glucanas/100 | Referéncia
solida de reaccéo kg de material S
(%, miv) seca
Polpa de | Sem tratamento Celluclast 1.5 | 7.5-30 5,10,15 | T =50°C; para 30 FPU/q: 5% polpa: 7.2 Ballesteros
azeitona L FPU/g e 20 t=72h; 10% polpa: 8.3 et al.
pH=4.8 40 — 50% (independente da 15% polpa: 7.7 (2002b)
concentracdo de substrato) 20% polpa: 6.9
Bagago Auto-hidrolise ndo | Celluclast 1.5 | 45 FPU/g 5 T = 50°C; 150°C: 8.72% 1.74 Fernandes
de isotérmica (150- L t=72h; et al.
azeitona | 230°C) pH=4.38 230°C ( Melhor resultado ): 27.8 (2012)
extractad 83%
o}
Auto-hidrodlise ndo | Celluclast 1.5 | 5.73 FPU/g 5 T =50°C; 47% 15.7
isotérmica L t=6d;
(230°C) pH=4.8
11.46 FPU/g 60% 20.1
Bagaco Hidrdlise acida Celluclast 1.5 | 45 FPU/g 5 T =50°C; 8.9% 2.8 Fernandes
de diluida L t=72h; et al.
azeitona pH=4.8 (2016)
extractad
o} .
(35%de acido == oAt 1.5 | 20 FPUIg+ | 15 T=50°C; 22% 5.87
sulfdrico; 130°C/ | L+ 14 CBU/g t=72h;
. Novozyme pH=4.8
130 min) 188 (B -

glucosidase)
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Material Pré-tratamento Enzimas [Enzimas] Carga Condicdes Converséao de glucanas Kg Glucanas/100 | Referéncia
solida de reaccéo kg de material S
(%, miv) seca
Bagaco Valor de Celluclast 1.5 | 45 FPU/g 10,20e | T =50°C; Melhor resultado: Best results: Estudo
de severidade da L 30 t=48 h; Celluclast: 45% (20% Carga; | Celluclast: 5.4 presente
azeitona | auto-hidrolise Saczyme pH=4.8 24h); (20% Carga,;
extractad | =2.99 (130°C/130 | Yield Saczyme: 80% (30% Carga; | 24h);
o] min) Ultimase 5h); Saczyme: 9.4
BWL 40 Ultimase: 90% (30% Carga; (30% Carga; 5h);
5h) Ultimase: 11.6
(30% Carga; 5h);

Caroco Explosdo com Celluclast 1.5 | 15 FPU/g 10 T = 50°C; 40% 16.4 Ballesteros
de vapor L t=72h; et al.,
azeitona | (210°C/4 min) pH=4.8 (2002b)

Impregnacéo do Celluclast 1.5 | 15 FPU/g 10 T = 50°C; 53% 22.3

carogco com acido | L t=72h;

sulfarico (0.5%, pH=4.8

wiv) + explodo

com vapor
Caroco Hidrolise acido Celluclast 1.5 | 10,2040e 60 | 10 T =50°C; Melhor resultado: 21.9 Saleh et al.,
de diluida L FPU/g sélido t=72h; 56% (40 ou 60 FPU/Q) (2014)
azeitona pH=4.8

(0.25 % &cido
sulfarico; 195°C/5
min)
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Material Pré-tratamento Enzimas [Enzimas] Carga Condicdes Converséao de glucanas Kg Glucanas/100 | Referéncia
solida de reaccéo kg de material S
(%, miv) seca
Caroco Melhor resutados | Celluclast 1.5 | 20 FPU/g T =50°C; 54.3% 12.6 Cuevas et
de da auto-hidrolise: | L sélido 10 t=72h; al., (2015)*
azeitona | Valor de pH=4.8
severidade = 4.81
(225°C/10min)
Caroco Valor de Saczyme 45 FPU/g 10,20e | T =50°C; Saczyme: Saczyme: Estudo
de severidade da Yield 30 t=48 h; 35% (10% Carga; 5 h); 5.7 (10% Carga; presente
azeitona | auto- Ultimase pH=4.8 41% (20% Carga; 5 h); 5h);
hidrélise=2.99 BWL 40 38% (30% Carga; 5 h) 6.7 (20% Carga; Novozyme
(130°C/130 min) Ultimase: 5h);
88% (10% Carga; 24 h); 6.2 (30% Carga; | 188 (B-
55% (20 ou 30%; 5 h) 5h) glucosidase
Ultimase:
14.2 (10% Carga; )
24h);
8.8 (20% Caroco;
5h);

8.2 (30% Caroco;
5h)
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4.4 Andlise de FTIR

As alteracdes composicionais do material auto-hidrolisado também foram seguidas por espectroscopia
de infravermelho médio (Fourrier Transformed Infrared Spectroscopy, FTIR) (Fig. 8). As caracteristicas
espectrais do bagaco extractado e do caroco de azeitona estéo de acordo com a composicdo quimica

determinada pelo teor de humidade (Quadros 4 e 5).

Bagaco e azeitona

=}
&
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=

~ 1030
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3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Comprimento de onda (cm)

Figura 8: Espectros FTIR de bagaco de azeitona extractado antes do tratamento térmico (a), apés auto-

hidrdlise (b), e de caroco nédo tratado (c) e apds auto-hidrélise (d).

Os espectros de FTIR do bagaco de azeitona extractado mostraram que ha diminuicdo na amostra
solida ap0s auto-hidrdlise das vibrac¢des atribuidas a varios grupos como hidratos de carbono, tais como
flexdo de C — H ou alongamento de C — O ou C — C (1385, 1266, 1156, 1110, 1030 e 896cm™). O pico
a 1596cm?, atribuido ao alongamento C = C aromatico e / ou estiramento assimétrico da lenhina C-O
foi maior na amostra sélida apds o tratamento de auto-hidrélise. Essas observagdes confirmam que o
residuo solido é mais rico em lenhina, ap06s a auto-hidrélise, devido a hidrélise selectiva das

hemiceluloses.

Os espectros de bagaco de azeitona também exibem duas bandas atribuidas aos modos de absorgao
de proteinas: a banda a 1650cm é deslocada para 1634cm™* (amida) e 1540cm™ (amida Il) atribuida
a vibracdes de ligacdes peptidicas (C = O e alongamento C — N, e flexdo de N-H). A banda amida lll,
localizada a aproximadamente 1316cm™, é outra banda caracteristica de absorc&o de proteinas (Barth
e Zscherp, 2002; Ertani et al., 2018). Apés o tratamento hidrotérmico, ha uma reducéo de intensidade

evidente dessas bandas correspondentes a remocao de proteinas. Os espectros de bagaco de azeitona
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mostram bandas a 2919 e a 2850cm™ atribuidas a lipidos (estiramento em C-H em CHz e CHs). Isto
mostra a presencga de lipidos no bagaco, que nédo foi removido pelo tratamento com agua.

Os espectros do carogco de azeitona ndo tratados mostraram duas bandas em 2918 e 2850cm
atribuidas a lipidos (estiramento de C-H em CH2 e CHz) que sao reduzidos na amostra sélida apds
auto-hidrélise. Pode-se observar também uma diminui¢éo, apds o tratamento, na absorc¢éo atribuida a
vibracdo de alongamento C = (0]
(1732cm™?), responsavel pelas ligacdes ésteres entre as hemiceluloses e a lenhina, e do C-O (1240cm-
1) das unidades de acetil éster nas hemiceluloses (Galia et al., 2015). Tal indica uma quebra acentuada
das ligacGes éster durante o pré-tratamento (Nitsos et al., 2013), resultante da desacetilacdo das
hemiceluloses do caroco de azeitona (Garrote et al., 2001). Apdés a auto-hidrélise, houve uma
diminuicdo dos picos em 1161 cm™ (alongamento glicosidico C — O — C), 1030cm™ (estiramento
glicosidico de CO dos grupos hidroxilo primarios e secundarios) e 897cm~ (deformacdo CH em
celulose) (Liu et al.,, 2006). Houve um aumento na intensidade dos picos a 1608cm™ e a 1519cm™
(vibracGes esqueléticas dos anéis aromaticos de lenhina) (Liu et al., 2006), correspondendo a um

enriquecimento relativo de lenhina no material auto-hidrolisado.
4.5 Avaliacdo das atividades de celulase e beta-glucosidase das preparacdes enzimaticas

A actividade celulasica das preparacdes enzimaticas utilizadas foi determinada pelo método de FPU.
Na figura 9 encontram-se os resultados da producao de glucose em funcéo da diluicdo das preparacdes
comerciais. A partir da equacdo 9, obtiveram-se 0s seguintes resultados: 195 FPU/mL para Saczyme,
132 FPU/mL para Celluclast e 127 FPU/mL para Ultimase.

A atividade da Beta-glicosidase foi determinada através da equacéo 10 e os resultados obtidos foram

0s seguintes: 25, 12 e 28 Ul/mL para Saczyme, Celluclast e Ultimase, respectivamente.

A preparacdo Saczyme apresenta, pois, a maior actividade celulasica enquanto as preparacfes
Celluclast e Ultimase apresentam actividades de celulase menores e similares. No que diz respeito a
actividade da beta-glucosidase, as preparac¢des Saczyme e Ultimase tém actividades semelhantes que

sdo aproximadamente o dobro do valor exibido pela preparagéo Celluclast.
4.6 Hidrdlise enzimatica

A hidrélise enzimatica da biomassa lenho-celulésica tem sido descrita por modelos cinéticos multi-
reacdo, compreendendo: (a) a quebra heterogénea da celulose em celobiose e glucose, e (b) a hidrélise
homogénea da celobiose em glucose (Kumar et al., 2009). Durante a hidrélise enzimética global, na
maioria dos casos, as limitacdes de transferéncia de massa podem ser negligenciadas e a velocidade
de reacéo é controlada principalmente pela quantidade de enzima adsorvida & biomassa (Kumar et al.,
2009).
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A hidrélise enzimética foi realizada durante 48h, nas fracdes de bagaco de azeitona extractado e no
carocgo obtido apoés o tratamento de auto-hidrélise.

As figuras10, 11 e 12 apresentam a cinética de hidrélise de bagaco de azeitona extratado pré-tratado
presente em diferentes cargas (10, 20 e 30%, m/v), catalisada por Saczyme, Celluclast ou Ultimase, ao
longo de 48h de reaccéo a 50°C. Os resultados encontram-se expressos em concentracdo de glucose
(g/L) no meio reaccional (Fig. 10), a concentracdo de glucose no meio reacional, a quantidade de
glucose por kg de bagaco e a percentagem de conversdo de glucana, respectivamente. Quando se
usou Saczyme ou Ultimase, a concentracdo de glucose observada no equilibrio aparente foi
proporcional a quantidade de bagaco utilizada (Fig. 10), ou seja, a quantidade obtida com 30% de carga
(ca 28 g/L com Saczyme e 33 g/L com Ultimase) foi cerca de duas vezes o valor obtido com 20% de
carga e trés vezes o valor obtido com 10% de bagaco. Para todas as cargas sélidas testadas, o

equilibrio aparente foi atingido em 5 horas ou menos, quando o Ultimase foi usado.
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Nos ensaios com Saczyme, o equilibrio também foi obtido antes de 5 horas de reagéo para uma carga
de 30% de bagaco; para cargas de 10 e 20% de bagaco, a concentracdo de glucose aumentou ao
longo do tempo de reacédo de 48 horas ( Figura 10). O aumento da carga de bagaco aumentara a
superficie disponivel para adsorcao enzimatica e, portanto, facilita a reagédo (Kumar et al., 2009).

Com Celluclast, as quantidades de glucose produzidas ao longo da reacéo foram sempre menores do
gue as obtidas com Saczyme ou Ultimase, para todas as cargas solidas utilizadas. Foi obtido um
maximo de 10 g/L de glucose com 20% de bagaco, enquanto foram obtidos 25 g/L com Saczyme e
Ultimase, para a mesma carga (Fig. 10). Esse comportamento pode ser explicado pelo facto de que a
atividade da beta-glicosidase da preparacéo Celluclast (12 Ul/mL) é metade dos valores apresentados
da Saczyme (25 Ul/mL) ou Ultimase (28 Ul/mL). Portanto, a capacidade da Celluclast de hidrolisar a
celobiose em glucose é bastante limitada. Além disso, para 30% de carga de bagaco, a concentracédo
de glucose foi menor do que a concentragao obtida com 20% de carga. Uma inibicdo de “feedback”
causada por acUcares redutores pode explicar o comportamento de Celluclast na presenca de cargas
de substrato mais altas. Ao longo da hidrolise, as celulases sédo atualmente inibidas a medida que a
concentracdo dos produtos da reacdo, como celobiose e glucose, aumenta (Kumar et al., 2009). Este

fendmeno é responsavel por um processo mais lento e menor rendimento de acucares fermentesciveis.

A figura 11 apresenta quantidade de glucose por quantidade de bagaco pré-tratado obtido ao longo das
48h de hidrolise enzimética do bagaco. Os valores finais alcancados apés 48h de reacao, catalisada
da Saczyme e apds 5h em presenca Ultimase, sdo similares e ndo dependem da carga de bagaco (95-
110 g/kg de bagaco com Saczyme, 106-130 g/kg de bagaco com Ultimase). Com a Celluclast, a
guantidade de glucose por unidade da massa de bagaco ( 30% de carga), também foi menor do que

os valores obtidos com 10% e 20% de carga de bagaco.
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extractato pré-tratado.
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Quando os resultados s&o expressos em conversdo de glucanas (%), os perfis (Fig. 12) refletem o
comportamento observado para a quantidade de glucose produzida por unidade de massa de bagaco
pré-tratado ao longo da sacarificacdo (Fig. 11). Para a Saczyme e a Ultimase, as conversdes de
glucanas foram c.a. de 80% e 90%, respectivamente. Com a Celluclast, as conversfes de glucanas de
28, 45 e 40% foram obtidas com 10, 20 e 30% de carga de bagago (Fig. 12).

Nos ensaios com caroco pré-tratado, apenas as preparacdes Saczyme e Ultimase foram testadas
devido ao menor desempenho de Celluclast na sacarificacdo de bagaco de azeitona extratado e pré-
tratado. Os resultados obtidos ao longo do tempo de sacarificacdo de caroco previamente submetidos

a auto-hidrolise, catalisada por Saczyme ou Ultimase, sdo mostrados nas Figuras 13 e 14.

Para ambas as prepara¢cfes enzimaticas, a concentracdo de glucose no meio reacional atingiu um
equilibrio aparente em menos de 5 horas de reacdo e aumentou com as cargas testadas. Com a
preparacdo Saczyme, a concentracdo de glucose aumentou com a carga de carogo (Fig. 13), tal como
observado com o extrato de bagaco de azeitona extratado e pré-tratado (Fig. 10). As produc@es obtidas
(cercade 5, 10 e 20 g/L de glucose para 10, 20 ou 30% de caroco, respectivamente) sao ligeiramente
inferiores aos valores obtidos com o bagaco. A hidrélise do caroco catalisada pela Saczyme é menos
eficiente do que a hidrdlise de bagaco: a quantidade de glucose por quantidade de caroco foi c.a. de
40-60 g/kg de caroco e apenas 30-40% de glucanas foram convertidas em glucose (Fig. 13), em
contraste com os 100-120 g/kg obtidos por hidrélise do bagaco (Fig. 11) e elevadas conversdes de
glucanas (ca 80%) observadas com o bagaco (Fig. 12). Vale ressaltar que o caro¢o possui 16% de

glucanas enquanto o bagaco possui apenas 11,9%, apds a auto-hidrélise.

Com relagdo ao Ultimase, apés 5 h de reacéo, 11, 18 e 25 g/L de glucose foram obtidos para 10, 20 ou
30% das cargas do caroco utilizado (Fig. 14). Estes valores sdo semelhantes aos valores obtidos na
hidrélise de bagaco ( Figura 10). Esses valores correspondem a c.a. de 110g de glucose por kg de
carogo, para uma carga de caroco de 10%, 88 e 82 g/kg de caroco, para cargas de 20 e 30% de caro¢os
foram utilizadas, respectivamente (contra 106-130 g/kg de bagaco obtido com a mesma preparacao de
enzima. Foi observado um perfil semelhante para a converséo de glucana: 69% e 88% de conversao
para 10% de caroco, apés 5 e 24 horas de reacao respectivamente, e 55% para 20 ou 30% de carga

de caroco, apés 5h de hidrélise.

O caroco de azeitona € um material duro e rico em lenhina. A limitacdo interna de transferéncia de
massa de substratos para as enzimas pode provavelmente explicar as conversdes mais baixas de

glucanas em glucose, quando comparadas com os valores obtidos com o bagago extratado pré-tratado.
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tratado.
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4.7 Imagens de microscopia electronica de varrimento

S&o apresentadas na Fig.15 as imagens de microscopia electrénica de varrimento (Mag = 30x) de (i)
bagaco de azeitona extratado e do caroco, (ii) apés auto-hidrdlise, e (jii) apés auto-hidrélise seguida de
hidrélise enzimatica. O bagaco, apds todos os tratamentos, exibe uma estrutura mais uniforme com
particulas menores e maior porosidade que a amostra inicial. No entanto, o tratamento enzimético de
caroco de azeitona nao alterou substancialmente a estrutura do carogo de azeitonas observados apds
a auto-hidrélise, confirmando a menor eficiéncia dos tratamentos enzimaticos neste material.

Bagaco de azeitona

Material seco Material auto-
hidrolisado

Material apés hidrolise
enzimaética

2018/1113  16:59 HMMD12.7 x30 2mm

2mm 2018/11113  16:44 HMMD12.7 x30 2mm

Carogo de azeitona

20181113 1600 HMNDI1 X0 2mm 20181113 1620 HMMDIOT X0 2mm 2018/1113 17A3HMMD126X30  2mm

Figura 15. Imagens de microscopia electrénica de varrimento (Mag = 30x) de (i) bagaco de azeitona
extratado e célculos do caroco, (ii) apds auto-hidrélise, e (iii) apds auto-hidrélise seguida de hidrélise

enzimatica.

4.8 Velocidades de hidrélise enzimatica

As velocidades iniciais de hidrdlise da celulose foram estimadas para cada enzima e carga de biomassa

utilizada de bagaco e de caroco de azeitona (Fig. 16). Utilizou-se em todos 0s ensaios a mesma razao
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sélidos / enzima foi usada para o extrato e 0 bagago auto-hidrolisado. As velocidades iniciais de
hidrolise catalisada pelas preparagbes enzimaticas Saczyme e Ultimase foram semelhantes,
aumentando com a carga de bagaco, seguindo um modelo de segunda ordem. Com a Celluclast, a
velocidade inicial mostrou um maximo para uma carga de bagaco de 20%, diminuindo depois disso.
Além disso, o valor estimado para 10% de carga (82 mg de glucose/h) foi ligeiramente inferior ao valor
observado com a Saczyme (106 mg/h) ou Ultimase (103 mg/h). As velocidades iniciais observadas com
a Celluclast foram muito menores para 20% (208 mg/h) ou 30% de carga de bagaco (80 mg/h) do que
0s respectivos valores observados para Saczyme e Ultimase. As velocidades de hidrdlise iniciais mais
baixas foram observadas com a Celluclast o que explica a menor eficiéncia desta preparacdo

enzimatica em comparagao com as outras contrapartes.

Nos ensaios com caroco pré-tratado, catalisados por Saczyme ou Ultimase, as velocidades iniciais
aumentaram com a carga do caroco, tal como observado para a hidrélise de bagaco. No entanto, as
velocidades iniciais utilizando Ultimase foram cerca de 1,2 vezes os valores observados com a

Saczyme, para a mesma carga de carogo.
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Figura 16. Velocidades iniciais de hidrdlise da celulose.
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4.9 Comparacgdo com outros estudos enzimaticos

O quadro 6 apresenta alguns exemplos de sacarificagdo enzimatica polpa de azeitona, bagaco e carogo
extratado realizada por outros autores. Os pré-tratamentos e a hidrélise enzimatica utilizados foram
diferentes dos utilizados no presente estudo. Em todos estes estudos, Celluclast 1,5 L foi a preparacéo
enzimatica utilizada, quer para a hidrélise polpa de azeitona ndo tratada (Ballesteros et al., 2002b),
quer de bagaco ou de carogo de azeitona extratado submetidos a auto-hidrélise, hidrélise acida diluida
ou exploséo com vapor. Fernandes et al., (2016) testaram Celluclast 1,5 L em misturas com Novozyme
188, uma preparagao de B-glucosidase, na hidrélise de bagaco de azeitona. Na maioria destes estudos,
a hidrélise enzimatica foi realizada a 50°C, Ph 4,8, durante 72h, e a concentracdo de biocatalisadores
variou entre 7,73 FPU e 60 FPU por g de biomassa. No nosso estudo, a conversao de glucanas usando
20% de bagaco, catalisada por Celluclast, foi semelhante ao valor obtido com polpa ndo tratada
(Ballesteros et al., 2002b) e muito superior aos valores relatados por Fernandes et al. (2016), quando
foi utilizado o bagaco de azeitona previamente submetido a uma hidrélise acida diluida. Além disso, a
conversdo de glucanas de bagaco, quando se utilizou Saczyme ou Ultimase (80 e 90% para 30% de
carga de bagaco e ap6s 5h de reacgao), foi muito superior aos valores relatados na literatura. Em relagdo
a hidrdlise do caroco, os resultados da conversao de glucanas obtidos no nosso estudo com a Saczyme
sdo semelhantes aos obtidos por Ballesteros et al., (2002b), Saleh et al., (2014) e Cuevas et al., (2015)
com Celluclast, mas com Ultimase, as conversdes de glucanas obtidas foram superiores. Vale a pena
notar que a hidrélise do bagaco e de caroco atingiu o equilibrio apds 5 h, com Saczyme ou Ultimase,
ou apés 24h, quando a Celluclast foi usada como catalisador da hidrélise do bagaco extratado. Nos
estudos de outros autores, os resultados sédo descritos para hidrélise enzimatica de 72h e as cargas
solidas nunca foram superiores a 20% (5-20% para bagaco; 5-15% para bagaco extractado e 10% para
caroco). No nosso estudo, utilizaram-se cargas de sélidos de até 30% (m/v). Isso significa que a
produtividade em glucose (quantidade de glucose por unidade de tempo e volume de reagdo) é muito

maior no presente estudo, do que nos estudos previamente descritos.

Em relagdo ao rendimento de glucose por 100 kg de material seco, ndo ha uma rela¢é@o direta com a
conversdo de glucana, para materiais similares, pois as condi¢cdes de pré-tratamento utilizadas
determinardo a quantidade de celulose disponivel para a sacarificagdo. Por exemplo, Fernandes et al.,
(2012) obtiveram 83% de conversdo de glucanas no bagaco extratado, e previamente submetido a
auto-hidrélise nao isotérmica a 230°C, que continha 33,49% de glucanas, o que corresponde a
producéo de 27,8kg de glucose / 100 kg de bagaco seco. No presente estudo, a hidrélise do bagaco
de azeitona pré-tratado, por Saczyme originou 80% de conversao de glucanas, correspondendo apenas
a producao de 9,4kg de glucose por 100kg de bagaco. Isto é explicado pelo teor relativamente baixo
de glucanas no bagaco de azeitona pré-tratado que usamos (11,9%) (Quadro 5). Além disso, para uma
converséo de glucanas de 40% no carogo, Ballesteros et al., (2002b) obtiveram 16,4kg de glucose por
100kg de carogo seco contra 6,7 kg/100kg no presente estudo. Isso porque, apos a exploséo a vapor
do caroco, realizada por Ballesteros et al., (2002b), o caroco apresentara 40,5% de celulose, contra

16% no nosso caso, apos a auto-hidroélise.
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Quando Cuevas et al., (2005) usaram carogos pré-tratados a 150 ou 175°C durante 10 min (Log Ro =
2,59 e 3,33, respectivamente), a conversdo de glucanas da Celluclast foi muito baixa (2,2%). Quando
usaram uma auto-hidrdlise de alta severidade (225°C/ 10min), o ataque enzimatico do carogo pré-
tratado aumentou muito, o que foi explicado pelo aumento do diametro médio dos poros até 95,8nm,
permitindo o acesso das enzimas a celulose. Também, foi observado um resultado semelhante na
hidrélise direta de bagaco extratado ndo tratado ou com bagaco extratado submetido a auto-hidrélise
ndo isotérmica a temperaturas inferiores a 170°C (Fernandes et al., 2012). Portanto, 0 aumento na
severidade do pré-tratamento do bagaco ou do carogo revelou promover a hidrélise seletiva das

hemiceluloses e aumentar o acesso da enzima a celulose.

No presente estudo, as condi¢Ges de auto-hidrélise isotérmica devem ser otimizadas para melhorar a
seletividade para as hemiceluloses, mantendo as glucanas no bagaco e no caroc¢o tratado inatacadas.
Assim, isto aumentaria o rendimento em glucose por unidade de massa de bagaco ou caroco obtido

por hidrélise enzimatica.
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5. CONCLUSOES

O bagaco de azeitona extratado e o caroco de azeitona diferem substancialmente na sua composicéo
guimica com um elevado teor de extractivos no bagaco de azeitona extratado, enquanto que o carogo
de azeitona tem uma natureza lenho-celulésica com um elevado teor de lenhina e polissacaridos. Os
polissacéridos apresentaram alto teor de xilanas nos dois materiais. O tratamento hidrotérmico
moderado utilizado foi selectivo em relacdo as hemiceluloses e mostrou o potencial para a recuperagéo
de oligossacaridos e de XOS. No entanto, uma quantidade consideravel de glucanas foi destruida
principalmente na fracdo de bagaco extratado. Na sacarificacdo enzimatica, as preparacdes Saczyme
e Ultimase apresentaram elevada actividade em presenca de cargas solidas elevadas (30%, m/v),
atingindo 80 e 90% de conversao de glucose, apds 5 h de reacédo, respectivamente. A afinidade destas
enzimas aumentou com a concentracao de substrato (10-30%, m/v). A actividade de Celluclast diminuiu
para 30% das cargas de bagaco e ndo foi detectada actividade significativa desta preparacao
enzimatica na hidrdlise do carogo de azeitona. A severidade da auto-hidrélise isotérmica utilizada neste

estudo deve ser otimizada para promover a disponibilidade de glucanas para a hidrélise enzimatica.
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