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RESUMO

O fracionamento da biomassa ¢ um dos principais pontos criticos no desenvolvimento das biorrefinarias. Neste
trabalho, sdo apresentadas trés estratégias inovadoras com vista a separagdo seletiva das fragdes de celulose,
hemicelulose e lenhina, utilizando compostos organicos, geralmente em solucdo aquosa: i) utilizacdo de liquidos
ionicos (ILs) em particular [emim][OAc] e [emim][HSO4]); ii) processos organosolv baseados na utilizacdo de
misturas etanol:agua (50:50); e iii) um processo nao aquoso baseado em imidazole. Os processos com ILs permitiram
um fracionamento diferencial e, em geral, uma reducdo da cristalinidade da celulose. Os processos organosolv
permitiram modular a distribuigao de produtos derivados da hemicelulose e da lenhina entre as fases so6lida e liquida.
A utilizacdo de imidazole, permitiu a separagdo das duas fragdes de polissacaridos e contribuiu para despolimeriza¢ao
da lenhina.

PALAVRAS-CHAVE: processos organosolv, liquidos i6nicos, imidazole, biomassa residual, biorrefinarias
ABSTRACT

The biomass fractionation is one of the main critical points in the technological development of biorefineries. In this
work, three innovative fractionation strategies aiming the selective separation of the cellulose, hemicellulose and
lignin fractions, using organic compounds, generally in aqueous solution, are presented and discussed: i) use of ionic
liquids (ILs), in particular [emim][OAc | and [emim][HSOs]); ii) organosolv process based on ethanol:water mixture
(50:50); and iii)) a non-aqueous process based on imidazole. The processes with ILs allowed a differential
fractionation and, in general a decrease of cellulose crystallinity. The organosolv process enabled the modulation of
the distribution of hemicellulose and lignin-derived products between the solid phase and the liquid phase. The use
of imidazole, allowed the separation of the two polysaccharide fractions and contributed to lignin depolymerization,
producing phenolic compounds whose molecular weight is a function of severity.
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INTRODUCAO

A biomassa lenhoceluldsica constitui uma fonte de matéria-prima renovavel e alternativa aos recursos fosseis para
producdo de uma vasta gama de combustiveis, produtos quimicos e materiais. No entanto, a sua recalcitrncia natural
dificulta o seu processamento (Sun et al., 2016), o que implica a utilizagdo de processos de
fracionamento/desconstrucdo. Este processamento de forma econdmica e eficiente, tem sido um dos principais
objetivos de investigacdo nesta area na ultima década (Girio et al., 2010), mas as abordagens ja disponiveis impdem,
em geral, a utilizagdo de catalisadores pouco atrativos e/ou elevados custos energéticos. Assim, a procura de processos
energeticamente eficientes utilizando catalisadores ndo perigosos e/ou solventes verdes para a separacdo seletiva de
componentes poliméricos continua a ser um dos objetivos principais (Carvalheiro et al., 2016). Entre as varias
abordagens possiveis e inovadoras, deve dar-se prioridade a processos passiveis de ocorrer a baixa temperatura
(~140°C). De entre estas destaca-se a utilizagdo de liquidos ionicos (ILs) devido a sua capacidade de dissolver
biomassa lenhoceluloésica pela disrupgdo das interagdes ndo covalentes entre hidratos de carbono ¢ a lenhina. O
principal efeito do IL no pré-tratamento da biomassa ¢ a modificacdo da estrutura fibrilar das paredes celulares a fim
de (i) diminuir a cristalinidade da celulose, (ii) aumentar a acessibilidade da superficie da celulose pela remogdo de
lenhina e/ou hemicelulose e (iii) promover um efeito de intumescimento da biomassa. Outra alternativa
potencialmente viavel consiste na utilizagdo de misturas de agua e solventes (processos organosolv), que permitem
remover ¢ despolimerizar seletivamente a lenhina ¢ a hemicelulose a temperaturas relativamente baixas (120-160 °C)
produzindo simultaneamente sélidos ricos em celulose, com elevada digestibilidade. Especificamente, o uso de
misturas agua/alcoois (e.g. etanol) constitui uma alternativa particularmente interessante. Finalmente, a utilizagéo de
solventes organicos sem qualquer adicdo de dgua ¢ também uma alterativa vantajosa, nomeadamente pela poupanga
de agua de processo potencialmente atingivel.

Neste trabalho foram estudados dois tipos de ILs: um com o anido com propriedades alcalinas ([emim][OAc]) e outro
com o anido constituido por uma base conjugada de um acido Brensted ([emim][HSO4]. O primeiro apresenta
capacidade para promover a dissolugdo da biomassa, permitindo a recuperagdo de trés fragdes solidas (celulose,
hemicelulose e lenhina) e o segundo, em meio aquoso, com o objetivo de obter a conversao direta dos polissacaridos
hemiceluldsicos em agucares e produzir um sélido rico em celulose e lenhina valorizavel. Foi também estudada uma
abordagem baseada num processo organosolv, usando como solvente uma mistura de etanol:dgua e ainda um
processo baseado na utilizagdo de imidazole como unico solvente. Nos pré-tratamentos organosolv com misturas
etanol:agua foram utilizadas condi¢Ges ndo catalisadas ou com a adigdo de catalisadores como o acido acético ou
sulfurico em baixas concentragdes. Estes processos foram estudados usando duas matérias-primas modelo, uma de
origem agricola (palha de trigo, WS) ¢ outra de origem florestal (residuos de cucalipto, ER), representativas na
Europa, bem dispersas e disponiveis em quantidades significas em regides geograficas de curto raio de recolha.

METODOS

Matérias-Primas

As amostras de biomassa modelo testadas foram gentilmente cedidas pela The Navigator Company (Cacia, Portugal),
e pelo ECN>TNO (Paises Baixos), respetivamente para os residuos de Eucalipto (ER) e palha de trigo (WS).

Métodos de fracionamento

Processos com liquidos ionicos: Os ILs testados foram um IL acidico: hidrogenossulfato de 1-etil-3-metilimidazdlio,
[emim][HSO4], e um IL basico: acetato de 1-etil-3-metilimidazolio, [emim][OAc]. Nos ensaios realizados com
[emim][HSO4], foram testadas solugdes aquosas de ILs com diferentes razdes [emim][HSO4]/H,0 a 131 ou 140°C
durante 90 min. Nos ensaios com [emim][OAc] as reagdes foram realizadas as temperaturas de 120 ou 140 °C, durante
2 h. A percentagem de biomassa na mistura reacional foi também diferente, sendo de 10 % (m/m) para os tratamentos
com [emim][HSO4] e de 5% (m/m) para o tratamento com [emim][OAc]. As reagdes foram realizadas em tubos de
vidro de 15 mL (Supelco/Sigma-Aldrich, EUA), com agitagdo continua num banho de 6leo pré-aquecido a
temperatura pretendida. No caso dos ensaios com [emim][HSOs]), ap6s a reagdo a mistura ¢ arrefecida seguida da
adigdo de agua para precipitacdo das fragdes ndo-hidrolisadas. A mistura resultante ¢ filtrada (filtros de nylon de 0,45
um) e a fase liquida € utilizada para as analises de HPLC, enquanto que a biomassa solida (pré-tratada) é lavada
exaustivamente com agua (100 mL). Os ensaios com [emim][OAc], foram realizados com base num procedimento
previamente descrito (Magalhdes da Silva et al., 2013). Os s6lidos obtidos foram secos a 60 °C durante 24 h e
posteriormente caracterizados quimicamente e para teste da digestibilidade enzimatica.

Pré-tratamento organosolv: Estes tratamentos foram realizados em reatores de 600 mL, agitados, (Parr®, EUA)
usando misturas etanol:dgua (50%, m/m) e uma razdo liquido/sélido de 10 (m/m). Um primeiro conjunto de
experiéncias foi realizado a 190°C, sem adi¢do de catalisador, para um tempo de reagdo maximo de 2 h. Foram
também realizadas experiéncias utilizando baixas concentracdes de catalisador, 4cido sulfurico (50 mM) ou acético
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acido (50 mM-1 M), tendo-se também estudado o efeito da diminuigdo da temperatura de reacdo (140°C). Apos
arrefecimento, as fragdes liquida e solida foram separadas por prensagem (até 200 bar). A polpa resultante, apos
lavagem (mistura etanol: agua e¢ agua, sequencialmente) ¢ seca a 45°C e guardada para analise quimica posterior e
avaliacdo da digestibilidade enzimatica. O hidrolisado e o primeiro solvente de lavagem sdo guardados para analise
por HPLC. A lenhina dissolvida foi recuperada por precipitacdo com agua (4:1, m/m), seguida de incubagao (30°C,
2 h, 150 rpm) e recolhida por centrifugagdo a 6000 g durante 15 min. O pellet foi seco a 45°C (48 h).
Pré-tratamento com imidazole: Este tratamento teve por base a metodologia referida acima para o IL basico,
utilizando frascos Schott de 50 mL, com agitagdo continua, contendo uma razao biomassa:imidazole de 1:9 (m/m).
As temperaturas de pré-tratamento variariam entre os 130-160°C, e o tempo de reagdo entre 2 a 4 h. Apos
arrefecimento (até 110°C), foram adicionados 90 mL de agua destilada, e a mistura ¢ transferida para frascos de 500
mL onde ¢ aplicada uma agitacdo vigorosa durante 1 h. O licor resultante ¢ filtrado, sob vacuo, e a fracdo celuldsica
resultante lavada com 135 mL de etanol (96%). Para a regeneracao da hemicelulose, fez-se evaporacgio da agua (sob
vacuo) até um volume final de 45 mL. Em seguida, o pH da solugéo foi ajustado para 6,8 (HCI 25%, m/m) e foram
adicionados 135 mL de etanol 96% para favorecer a precipitacdo da hemicelulose. Analogamente a regeneragdo da
celulose, a solucdo contendo hemicelulose precipitada foi filtrada e a hemicelulose sélida foi lavada com 135 mL de
etanol (96%). A celulose e hemicelulose foram secas numa estufa a 45°C durante 24 h. O etanol presente foi
evaporado sob vacuo ¢ o pH da solugdo foi ajustado para 2 com HCI, de modo a regenerar a fracao da lenhina. A
solugdo foi mantida a 70 °C durante 30 min com agitagdo continua, ¢ a filtragdo da solugdo quente foi feita para
recuperar a lenhina presente.

Hidrélise enzimatica:

A digestibilidade enzimatica dos so6lidos pré-tratados foi avaliada através da hidrdlise enzimatica usando a enzima
Cellic CTec2 (199,9 FPU-mL") gentilmente fornecida pela Novozyme (Dinamarca). As condigdes base dos ensaios
foram fixadas para uma carga de enzima de 10% (m/m celulose) e incubagdo a 180 rpm ¢ 50 °C durante 72 h. A
mistura reacional contém tampao citrato 0,05 M, pH 5,0 e 0,02% m/v de azida de sédio. Imediatamente apos o ensaio
as enzimas sdo inativadas, ¢ apo6s filtragdo (filtros de nylon de 0,22 um), os hidrolisados sdo analisados por HPLC,
sendo as concentracdes finais de agucares corrigidas com brancos de substrato e de enzima.

Caraterizacdo quimica

As matérias-primas e os solidos tratados foram caracterizados por métodos baseados nos protocolos NREL (Sluiter
et al., 2011; Sluiter et al. 2008a). A composi¢do quimica das amostras liquidas (hidrolisados obtidos a partir dos pré-
tratamentos, hidrolise enzimatica e de analise quantitativa das matéria-prima e biomassa pré-tratada) foram analisados
por HPLC (Agilent 1110 series, Alemanha) utilizando uma coluna Bio-Rad Aminex HPX-87H (Hercules, CA, EUA).
A detecao foi realizada usando um detetor de indice de refragdo para quantificar monossacaridos (glucose, xilose e
arabinose) e acido acético e um detetor de fotodiodos (280 nm) para quantificar furanos (furfural e 5-
hidroximetilfurfural). A caraterizacdo qualitativa do perfil de compostos fenodlicos de baixa massa molecular
presentes nos hidrolisados foi feita por eletroforese capilar (CZE), conforme descrito em (Roseiro et al., 2013). A
avaliacdo_da cristalinidade da celulose presente nas biomassas ndo tratadas e materiais pré-tratados foi realizada por
difragdo de raios-X (XRD) como descrito anteriormente (Bernardo et al., 2019).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Fig. 1 apresenta a composi¢do quimica das duas matérias-primas utilizadas neste trabalho, tendo ambas um teor
elevado de polissacaridos (cerca de 60%). Os ER destacam-se no entanto por apresentarem um teor de glucano (i.e.
celulose) mais elevado, bem como de lenhina. No entanto, esta biomassa é praticamente desprovida de cinza,
contrariamente a palha de trigo que apresenta um valor relativamente elevado (11,4%).



B
.:. CIES

XVII Congreso Ibérico y Xlll Congreso Iberoamericano de Energia Solar

Palha de trigo Residuos de eucalipto

Extrativos dgua; Extrativos Bdrativos Dxrativos
94 etanol; 1,4

agua; 3,3 etanol; 1,5

Cinza; 1,8
Lenhina
solivel; 7,7

Lenhina soldvel;
1,7

Grupas acetilo ;

Gruposacetilo ; 28

< N
Arabinane; 2,1 Arabinano; 0,1

Fig 1 — Composi¢@o quimica das matérias-primas

Embora com algumas diferengas, ambas as matérias-primas apresentam composi¢des quimicas muito interesses para
utilizagdo em processos conducentes a recuperagdo da lenhina e de agucares.

Processos com liquidos iénicos

O tratamento da biomassa com [emim][HSO4] permitiu a integracdo do pré-tratamento com a hidrélise e conversao
num unico passo. O carater acidico do anido [HSO4] do IL, promove a hidrélise seletiva da hemicelulose com
formacao de pentoses com um rendimento acima de 80% do teodrico (a 131°C, 58,7% de 4gua e 88 min de reacdo).
A abordagem com Il basico [emim][OAc] realizada a temperatura de 120°C e 2 h, permitiu a dissolu¢do da biomassa
em fracoes ricas em celulose, hemicellulose e lenhina.

Para as condigdes otimizadas, os solidos ricos em celulose foram sujeitos a hidrolise enzimatica. Os resultados
comparativos, obtidos com as biomassas nativas e os solidos pré-tratados, estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Digestibilidade enzimatica (%) das biomassas tratadas com os processos baseados em liquidos i6nicos
sob condigdes otimizadas
Ap6s tratamento em condi¢des otimizadas

Material [emim][HSO4] [emim][OAc]
WS 61,6 0,2 93,144,1
ER 7,910,3 82,9+1,2

Pode observar-se claramente que o pré-tratamento com [emim][HSO4] quando comparado o de [emim][OAc] foi
menos eficiente tanto para a WS como para os ER. No entanto, a redugdo da digestibilidade enzimatica foi menos
afetada para WS do que para ER. Este facto, levou ao estudo das propriedades da biomassa, nomeadamente da
cristalinidade da celulose, dado que esta tem sido referida como um dos fatores mais importantes na eficiéncia da
hidrolise enzimatica, pois uma maior cristalinidade da celulose dificulta o ataque enzimatico. Os resultados obtidos
por difracdo de raios-X, mostram que os ILs, em particular o [emim][OAc], como reagente alcalino tem capacidade
de alterar a estrutura da celulose I para celulose II, o que ndo se observa no caso de processos com acidos, como € o
caso de [emim][HSO4].

Processo organosolv com misturas etanol:agua

A Tabela 2 apresenta os a cinética do processo organosolv utilizando etanol:dgua como solvente quando operado a
190° C, sem adigdo de catalisador. Pode observar-se que a percentagem de deslenhificagdo aumentou com a
severidade do processo para ambas as matérias-primas, atingindo 59,0% e 70,9%, respetivamente para WS e ER ao
fim de 120 min. Além da deslenhificacdo, estes tratamentos organosolv também dao origem a uma hidrélise parcial
da hemicelulose, medida aqui pela solubilizagdo do xilano (Xn), que aumenta até atingir valores proximo de 50%
para ambas as matérias-primas, mas ligeiramente mais elevados para os ER. Pelo contrario, a celulose (glucano, Gn)
foi retida principalmente na fase s6lida, obtendo-se uma solubilizagdo, no maximo de 14,2%.
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Tabela 2. Fracionamento das biomassas palha de trigo (WS) e residuos de eucalipto (ER) utilizando o processo
organosolv etanol:agua (190° C, sem catalisador)

Material Tempo de reacio pH Rend. Gn solub. Xn solub. Deslenhificaciao
(min) em soélido (%) (%) (%) (%)
0 5,6 86,4 6,6 9,1 19,8
” 15 5,2 78,8 9,8 28,0 343
= 30 5,1 74,9 6,7 48,8 40,7
60 49 66,7 18,9 46,0 46,8
120 4.5 62,8 14,2 44,6 59,0
0 5,0 87,6 11,3 14,1 26,1
15 45 68,9 25,4 39,8 45,8
% 30 4,0 68,6 22,3 59,3 58,8
60 41 63,7 17,8 47,3 64,4
120 4.0 58,4 12,5 51,5 70,9

Consequentemente, os gluco-oligossacaridos (GlcOs) e a glucose (Glc) sdo apenas produzidos em pequenas
quantidades, bem como o HMF. A Figura 2 apresenta-se como exemplo os resultados da distribuigdo de produtos
obtidos para o ER neste fracionamento. Como nio foi adicionado qualquer acido, o comportamento observado pode
estar relacionado a uma maior capacidade tampao do WS em relagdo ao ER, o que pode estar relacionado com o
maior teor de cinzas encontrado na WS. Devido a hidrélise da hemicelulose, ocorre uma producdo relevante de
(arabino)xilo-oligossacaridos (A)XOS, que pode representar cerca de 50% dos agticares hemiceluldsicos recuperados
(30 min). A produg@o de furfural é praticamente desprezavel para a maioria das condi¢des testadas (Fig. 2).
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Fig. 2. Distribui¢do de produtos obtidos a partir do fracionamento organosolv etanol:agua (sem catalisador) dos
residuos de eucalipto (ER)

E também importante destacar que o processo produziu uma fragdo de lenhina soltuvel que foi facilmente recuperada
por precipitagdo com agua (Fig. 2). A lenhina precipitada pode atingir até 54,8 e 81,8% da lenhina insoluvel, para
WS ¢ ER, respetivamente. Além dessa lenhina precipitada, também foram encontrados, por eletroforese capilar,
compostos fendlicos de baixo peso molecular com potencial valor acrescentado. Na Figura 3 apresenta-se como
exemplo o eletroferograma obtido para a WS. Entre os varios compostos identificados encontram-se a vanilina,
tricina, e acido cumarico. No caso dos hidrolisados de eucalipto foi ainda possivel encontrar seringaldeido.
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Fig. 3. Eletroferograma dos compostos fenolicos de baixa massa molecular obtido para os
hidrolisados organosolv de palha de trigo (sem catalisador)
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De modo a avaliar o efeito de baixas concentragdes de catalisador nos rendimentos de deslenhificagdo e na producao
de agucares foi estudada a adigdo de acido acético para os dois materiais. Os resultados obtidos demonstram que a
utiliza¢do de acido acético (entre 50-1000 mM) teve efeito no aumento da deslenhificacdo, com aumentos de 59%
para 65% (WS) e de 71% para 79% (ER, dados ndo apresentados), em simultdneo com uma recuperacdo de lenhina
soluvel elevada. Nas melhores condigdes, esses valores podem chegar a 67,6% e 79,2% da lenhina inicial,
respetivamente para WS e ER. Além disso, este dcido orgénico apresentou um efeito importante na solubiliza¢do do
xilano, embora a recuperagdo de oligo- ¢ monossacaridos diminua, quando comparados com 0s processos nao
catalisados, o que sugere que nestes casos a presenca de diversas reagdes de degradacdo ¢ mais elevada. Isto ¢
corroborado pelo aumento das concentragdes de furfural encontradas, para além de se postular a ocorréncia de outras
reacdes de degradacdo, originando outros produtos ndo identificados. Os dados obtidos mostram também que, ao
contrario dos processos ndo catalisados, podem ser obtidas fragdes de celulose de maior pureza (particularmente no
caso do ER, Fig. 4).
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Fig. 4. Distribui¢do de produtos obtidos a partir do fracionamento organosolv etanol:agua dos residuos de eucalipto
(ER) utilizando acido acético como catalisador

A diminuicdo da temperatura de reagdo de 190°C para 140°C (Tabela 3), levou a uma diminuicao significativa da
hidroélise do xilano e deslenhificagdo, em particular quando ndo ¢ utilizado catalisador ou na presenca de baixas
concentragdes de acido acético. Nestes casos, a deslignifica¢do alcangada ¢ baixa. Contrariamente ao acido acético,
o acido sulftrico tem um efeito relevante a esta temperatura, levando a hidrélise do xilano de 71% (WS) ou 100%
(ER) e rendimentos de deslenhificagio de 72% (WS) e 74% (ER). E de destacar que neste caso o rendimento em
acucares ¢ superior ao obtido a temperaturas mais elevadas, provavelmente pela diminuicdo das reagoes de
degradagdo. Também a lenhina recuperada por precicpitagdo aumenta quando ¢ utilizado acido sulfrico na
concentragdo de 50 mM, atingindo 95%, no caso dos ER.

Tabela 3. Fracionamento das biomassas palha de trigo (WS) e residuos de eucalipto (ER) utilizando processos
organosolv etanol:agua (sem catalisador ¢ com acido acético ou acido sulflrico como catalisador, 140°C, 2 h)
Condicdes de operacdo

Materia T Catalisador pH Rendimento em Gn solub.  Xn solub. Deslenhificagao
1 (°0) solido (%) (%) (%) (%)
= 140 - 5,3 84,6 n.a n.a. n.a.
= 140 CH3COOH, 50 mM 5,1 89,5 19,6 13,6 12,0
140  H>SO4, 50 mM 2,0 54,4 0 71,1 72,4
140 - 4,6 92,5 6,6 0 14,1
% 140  CH3;COOH,50mM 4,2 91,6 7,2 0 20,3
140  H»SO4, 50 mM 1,7 49,8 5,5 100 74,4

Para avaliagdo da eficiéncia dos pré-tratamentos organosolv foi também foi determinada a sacarificagdo enzimatica.
Os rendimentos de sacarificacdo dos sélidos pré-tratados estdo apresentados na Tabela 4. Por uma questdo de
simplificade sdo apenas apresentados os resultados mais relevantes e para o tempo de reagdo de 2 h. A 190°C (sem
adigdo de catalisador), a conversdo enzimatica da celulose em glucose atinge respectivamente valores de 68,5% ¢
71,7% para WS e ER. Estes valores representam um aumento proximo de 5 e 7 vezes em comparagao com as matérias-
primas originais. A adi¢do de acido acético como catalisador produz aumento dos rendimentos de sacarificagdo
enzimatica da WS, mesmo quando o pré-tratamento € realizado com apenas 50 mM de acido acético (3 g/1), obtendo-
se neste caso um aumento de 27%. Esta tendéncia mantem-se com o aumento da concentra¢do de acido acético,
obtendo-se o rendimento de sacarifica¢do de 99,5%,para 0,5 M de 4cido acético (dados ndo apresentados).
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Tabela 4. Sacarificagdo enzimatica das polpas de palha de trigo (WS) e residuos de eucalipto (ER) obtidas partir do
fracionamento organosolv etanol:agua (190°C, sem catalisador, 190°C, 4cido acético como catalisador e 140°C, 4cido
acético ou acido sulftrico a como catalisadores)

Condicdes de operagao

Material T (°C) Catalisador Sacarificacdo enzimatica (%)
190 - 68,5
X 190 CH3;COOH, 50mM 86,9
= 140 CH;COOH, 50mM 37,2
140 H,S04, 50 mM 82,6
190 - 71,7
Y 190 CH3;COOH,50mM 68,5
- 140 CH3COOH, 50mM 15,3
140 HQSO4, 50 mM 54,4

Os aumentos nos rendimentos de sacarificagdo podem estar relacionados com um ligeiro aumento do rendimento de
deslenhificagdo mas também com o aumento da despolimerizagdo e hidrdlise do xilano a esta temperatura,
provavelmente permitindo um acesso facilitado a celulose. No entanto, para os ER ndo foi observada a mesma
tendéncia embora tenha ocorrido uma hidrolise completa do xilano para aqueles materiais. Os rendimentos de
sacarifica¢@o obtidos para as polpas do tratamento organosolv com etanol a 140°C foram significativamente mais
baixos. Na verdade, no caso em que foi utlizado catalisador, os rendimentos de sacarificagdo sdo apenas ligeiramente
superiores aos obtidos para a matéria-prima, 20,4% vs 14,2% e 15,3% vs 10,6%, para WS e ER, respectivamente.
Nessa temperatura, somente com a adigdo de acido sulfurico como catalisador é possivel obter valores significativos
de sacarificacdo enzimatica (82,6% para WS e 54,4% para ER). Para além deste ensaios, foi realizado um conjunto
adicional de experiéncias em que ocorreu uma diminui¢ao da dose de enzima para 5%. Tal como descrito para outros
pré-tratamentos, isso induziu uma diminuigéo ligeira a moderada (maximo de 20%) dos rendimentos de sacarificagdo
(dados ndo apresentados), que, numa aplicagdo industrial, sera facilmente compensada pela reducdo dos custos com
a aquisi¢ao dos enzimas.

Processo de fracionamento com Imidazole

Todos os ensaios com imidazole resultaram na obtencdo de duas fragdes solidas constituidas principalmente por
polissacaridos (celulose e hemicelulose). Os resultados obtidos, mostram que a temperatura ¢ a variavel mais influente
no processo. No caso da WS e da fracdo rica em celulose um aumento na temperatura de 130°C para 160°C levou a
um aumento no teor de celulose até 55,1 = 0,1% (m/m). No caso da fragdo hemiceluldsica o seu teor em hemicelulose
aumenta de 52,1% + 0,7 para 61,4% =+ 1,0% (m/m), também com o mesmo aumento da temperatura. No caso da
lenhina os rendimentos de deslenhificagdo chegaram até 85,9 + 0,8% (m/m). A comparagdo do rendimento de
deslenhifica¢do e rendimentos de sacarificacdo de ER e WS esta apresentada na Tabela 5. O rendimento de
sacarifica¢@o mais elevado foi obtido para a polpa WS obtida a 160°C.

Tabela 5. Fracionamento das biomassas de WS e ER utilizando processos de fracionamento com imidazole

Condicdes de operacao Rendimento
Material T (°C) Tempo (h)  Deslenhificacdo (%) Hidrdlise de Gn (%)  Hidrolise de Xn (%)
o 130 4 61,0£0,5 75,240,5 54,9+1,0
= 145 3 69,4+0,4 86,7+0,8 62,1+1,1
160 4 85,940,8 93,3£1,5 77,340,8
130 4 14,7+0,2 40,540,8 41,120,9
A 145 3 13,040,1 40,7+0,5 41,5+1,0
160 4 22,3+0,3 40,6+0,9 39,9+1,1

Contrariamente a WS, para os ER as condi¢des de pré-tratamento ndo tém influéncia nos rendimentos de sacarificagao
e um rendimento semelhante de glucano e glucose, i.e., ca. 40% foi obtido para todas as condi¢des de processamento.
Os dados indicam claramente que os ER sdo mais resistentes ao processamento com o imidazole o que estd de acordo
com o que se observou no caso do processamento com ILs.

CONCLUSOES

Os pré-tratamentos com ILs permitiram a redugdo da recalcitrancia da biomassa e da cristalinidade da celulose, tipica
da biomassa nativa, o que permitiu um aumento significativo dos rendimentos de hidrélise enzimatica. Os resultados
obtidos com o IL acidico mostraram a possibilidade de uma integracao do pré-tratamento, hidrélise e conversao da
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biomassa num passo Unico. O caracter acidico do grupo [HSO4] promoveu uma despolimerizagdo seletiva da
hemicelulose, obtendo-se solidos contendo principalmente celulose e lenhina. O IL bésico ([emim][OAc]) permitiu
a dissolugdo total da biomassa e o fracionamento da celulose, hemicelulose e lenhina.

O processo organosolv permite obter rendimentos elevados em produtos, tanto para WS como para ER, demonstrando
ndo ser significativamente dependente do tipo de biomassa, ao contrario do processo baseado em IL, sendo eficiente,
mesmo na auséncia de catalisadores, onde ocorre uma hidrdlise significativa de hemicelulose com a produgdo de
oligossacaridos como produtos principais, 0 que tem impacto positivo na economia do processo. A catalise acida,
mesmo a baixas concentra¢des e temperaturas (140°C), tem um impacto positivo na deslenhificagéo e na sacarificago
da celulose, mas faz diminuir a recuperacao de hemicelulose em produtos de valor acrescentado.

O processo baseado em imidazole, a semelhanga do processo com ILs ¢ mais dependente do tipo de matéria-prima,
sendo especialmente interessante para a WS e muito pouco eficaz para o ER.
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