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RESUMO

O combate ao aquecimento global, através da reducdo das emissdes de gases com
efeitos de estufa (GEE), a diversificacdo das fontes energéticas e a reducdo da sua
dependéncia, a preocupacdo com a futura escassez ou aumento excessivo dos precos dos
combustiveis de origem fossil (petréleo), bem como a promocao do desenvolvimento
rural constituem os principais objectivos que a UE pretende atingir com a substitui¢ao
dos combustiveis convencionais pelos biocombustiveis.

Os biocombustiveis liquidos, constituidos pelo bioetanol e biodiesel, representam uma
boa alternativa aos combustiveis convencionais, uma vez que podem integrar-se
facilmente nos actuais sistemas de distribuicdo e ser utilizados nos motores dos
automoéveis sem que estes tenham que sofrer grandes alteracdes na sua estrutura.

Actualmente, os processos de producdo de bioetanol produzidos a escala industrial
utilizam matérias-primas de origem amildacea ou agucarada, originando um intenso
debate sobre a sustentabilidade desta biomassa. Desta forma, o bioetanol produzido de
biomassa lenhoceluldsica representa uma alternativa viavel, j4 que as matérias-primas
se encontram amplamente distribuidas, ndo competem com o mercado alimentar e sdo
mais baratas que os recursos agricolas convencionais.

A presente Tese de Mestrado visa estudar as diferentes etapas de produgao de etanol a
partir da palha de cevada. Com o intuito de modificar a estrutura da biomassa
lenhocelulosica, para facilitar o acesso das enzimas na etapa de hidrdlise enzimatica, a
matéria-prima foi pré-tratada utilizando um tratamento hidrotérmico designado Liquid
Hot Water (LHW). O etanol foi obtido do residuo solido pré-tratado (RSI), mediante um
processo de Sacarificagdo e Fermentacdo Simultdneas (SFS), utilizando a levedura
Saccharomyces Cerevisiae.

A melhor taxa de recuperagdo de glucose no residuo solido decorrente da aplicacdo do
pré-tratamento de LHW foi de 91,71% tendo sido obtida para as condigdes de 185°C, 10
minutos e 2% acido acético. Nao obstante, o teste de hidrolise enzimatica (HE) com os
RSI preparados para diferentes condigdes de processo apontou que o melhor rendimento
de glucose (91,80%) ¢ obtido para as condi¢des de pré-tratamento de 195°C, 10 minutos
e 2% acido acético. Estas duas condi¢gdes foram utilizadas a uma escala superior (2L)
tendo os RSI resultantes sido usados no processo de SFS. A concentracdo maxima de
etanol (21,96 g/l) correspondente a um rendimento de 69,5% foi obtida com o RSI
correspondente as condigdes 195°C, 10 minutos e 2% acido acético.

Palavras-chave: Biomassa lenhoceluldsica, bioetanol, Pré-tratamento, Sacarificagdo e
Fermentacao Simultaneas.



ABSTRACT

The fight against global warming, by reducing the emission of greenhouse gases, the
diversification of energy sources and reduction on its dependence, the apprehension
concerning future scarcity or excessive increase in fossil fuels (petroleum) prices, as
well as the promotion of rural development are the main objectives that EU wishes to
achieve with the substitution of conventional fuels by biofuels.

Liquid biofuels, i.e., bioethanol and biodiesel, constitute good alternatives to
conventional fuels since they can be easily integrated into current fuel systems
distribution and can be used in car engines without major changes in its structure.

Nowadays, production of ethanol relies on bioethanol from starch and sugars;
nevertheless a considerable debate on its sustainability is in focus. In this context,
bioethanol produced from lignocellulosic biomass is an interesting alternative since
these raw materials are much widely distributed, do not compete with food crops and
are also less expensive than conventional agricultural feedstocks.

The present Master Thesis addresses the study of the different stages involved in the
ethanol production from barley straw. In order to promote structure modifications of
lignocellulosic biomass, thus facilitating enzymes access in the enzymatic hydrolysis
step, the raw material was pretreated with liquid hot water (LHW). Ethanol was
produced from the obtained LHW solid residue (RSI) by means of a Simultaneous
Saccharification and Fermentation (SSF) process, using the yeast Saccharomyces
Cerevisiae.

The maximum glucose recovery achieved in the solid residue from the LHW
pretreatment was 91.71%, obtained by using the conditions of 185 °C, 10 minutes and
2% acetic acid. Nevertheless, the enzymatic hydrolysis test (HE) with RSI prepared
with different process conditions pointed out that the best yield of glucose (91.80%) is
obtained by using 195 °C, 10 minutes and 2% acetic acid. These two set of experimental
conditions were further used at a higher scale level (2 L) and the resulting RSI used in
the SFS process. The maximum achieved ethanol concentration (21.96 g/l)
corresponding to a yield of 69.5%, resulted from the RSI obtained using 195 °C, 10
minutes and 2% acetic acid.

Keywords: Lignocellulosic biomass, bioethanol, Pre-treatment, Simultaneous
Saccharification and Fermentation.
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1. INTRODUCAO

1.1. Importiancia, motivacio e objectivos

Numa época em que o mundo assiste a um défice de matérias-primas, principalmente ao
nivel do sector energético, ha uma crescente necessidade de procura e utilizacdo de
novas fontes de energia que contornem a escassez ¢ o aumento do prego das fontes de
energia nao renovaveis mais utilizadas nos dias de hoje. O petroleo, o gas natural e os
seus derivados representam 55% do consumo mundial de energia e, como combustiveis
fosseis, as suas reservas sdo finitas e o seu abastecimento possui alguns problemas de
seguranga para muitos dos paises que os importam (Bioetanol de cana, 2008).
Paralelamente, a combustdo crescente de combustiveis fosseis, iniciada ha
aproximadamente 60 anos, tem provocado a acumulacdo de gases responsdveis pelo
efeito de estufa na atmosfera, particularmente de dioxido de carbono (CO,), e
consequentemente diversas alteragdes climaticas. As emissdes globais de CO,
resultantes da incineragdo de combustiveis fosseis atingiram, em 2006, o valor recorde
de 8.23 bilides de toneladas, 20% superior ao valor registado em 2000 (Portal
Ecodebate, 2008). Neste ambito, a procura de fontes de energia renovaveis com menor
impacto ambiental e que se apresentem como alternativas ao uso do petréleo mobiliza
cada vez mais os sectores industriais, sociais, governamentais e académicos. As
energias renovaveis ndo se esgotam, ndo geram residuos de dificil tratamento e reduzem
as emissdes de gases que provocam o efeito de estufa. Para além disso contribuem para
a diminuicdo da dependéncia energética. Perante este cenario, os biocombustiveis
passaram a constar definitivamente da agenda dos governos e politicas da maioria dos
paises do mundo.

O presente trabalho visa contribuir para o desenvolvimento de biocombustiveis de 2*
geragdo a partir da palha de cevada. O plano de trabalho experimental decorreu no
CIEMAT e compreendeu trés etapas: (1) Caracterizagdo da matéria-prima; (2) Estudo
de um pré-tratamento hidrotérmico (Liquid Hot Water) e (3) Obtengdo de bioetanol a

partir do residuo pré-tratado por hidrélise enzimatica e fermentagao.



1.2. Organizacio da tese

No capitulo 2, Biocombustiveis, ¢ apresentada uma revisdo bibliografica sobre os
diferentes tipos de biocombustiveis, dando-se especial relevincia aos biocombustiveis
liquidos, nomeadamente ao bioetanol. Classificam-se ainda os biocombustiveis

provenientes de fontes renovaveis de acordo com a sua tecnologia de produgao.

No capitulo 3, Composicio e estrutura da biomassa lenhocelulésica, ¢ apresentada
uma classificagdo dos materiais lenhocelulosicos, bem como a caracterizacdo dos

principais componentes que os constituem (celulose, hemicelulose, lenhina).

No capitulo 4, Producio de etanol a partir da biomassa lenhoceluldsica por via
enzimatica, faz-se uma comparacdo entre hidrélise acida e enzimadtica. E apresentado
também um esquema geral sobre o processo de produgdo de etanol, caracterizando-se

ainda cada uma das etapas que o incorporam.

No capitulo 5, Desenvolvimento experimental, apresentam-se os procedimentos das

diferentes etapas de produgdo de etanol e respectivos resultados obtidos.

No capitulo 6, Conclusdes, sdo apresentadas as consideracdes finais sobre o trabalho

realizado.



2. BIOCOMBUSTIVEIS

Os biocombustiveis englobam os combustiveis liquidos ou gasosos produzidos através
da biomassa vegetal, sendo os principais biocombustiveis liquidos o bioetanol e
biodiesel, e os gasosos o hidrogénio e o metano. Estes combustiveis de origem vegetal
possuem caracteristicas semelhantes aos combustiveis fosseis, o que faz com que
possam ser utilizados nos motores dos automodveis sem ser necessario efectuar grandes
modifica¢des nos mesmos (Dominguez, 2003).

Os biocombustiveis liquidos podem ser utilizados eficientemente em motores de
combustio interna, que equipam os mais diversos veiculos motorizados ¢ que sdo
classificados, de acordo com a forma como se inicia a combustdo, em dois tipos:
motores de ciclo de Otto, com igni¢do por faisca, para os quais o biocombustivel
recomendado ¢ o bioetanol; e os motores de ciclo Diesel, cuja ignicdo ¢ obtida por
compressdo e que podem utilizar eficazmente o biodiesel. Em ambos os casos, podem
utilizar-se os biocombustiveis no seu estado puro ou misturados com os combustiveis
convencionais derivados do petrdleo (Bioetanol de cana, 2008).

Os biocombustiveis provenientes de fontes renovaveis podem ser classificados, de
acordo com a sua tecnologia de produ¢do, em biocombustiveis de primeira, segunda,
terceira ou quarta geragao. Os biocombustiveis de primeira geragdo sao produzidos a
partir de matérias-primas de uso alimentar, ricas em Oleos ou aglicares simples. A
matéria-prima extraida a partir das sementes de plantas oleaginosas ¢ transformada em
biodiesel através de processos de esterificacdo. Ja a matéria-prima que contém agucares
¢ processada para a producdo de alcool etilico, posteriormente utilizado como
combustivel ou aditivo para gasolina. No entanto, a producao deste tipo de combustiveis
¢ considerada economicamente desvantajosa e, para além disso, compete com os
produtos alimentares destinados ao consumo humano. A Tabela 2.1 mostra exemplos de
biocombustiveis de 1* geragao.

Os biocombustiveis de segunda geracdo sdo provenientes de matérias-primas, como a
palha, residuos de madeira, residuos agricolas e serragem, bem como de plantas de curta
rotacdo e algas de crescimento rapido. Embora este tipo de biocombustiveis permita
uma melhoria do balanco de CO,, apresenta relativamente aos de 1* geragdo, a
desvantagem de exigirem um consumo elevado de combustiveis fésseis na sua
producdo, sendo o balango quase sempre desfavoravel. A Tabela 2.2 mostra exemplos

de biocombustiveis de 2* geracao.



Tabela 2.1 — Biocombustiveis de primeira geragdo (Adaptado de Sims et al, 2008)

Tipo de biocombustivel

Biomassa

Processo de produciao

Beterraba sacarina, cana-de-agucar,

Hidroélise e

Bioetanol ~
sorgo, etc. Fermentagao
, Plantas oleaginosas (ex: sementes de Prensagem a frio
Oleo vegetal .
colza) Extracgao
Plantas oleaginosas (ex: sementes de Prensagem a frio
Biodiesel colza e girassol, soja, etc.) Extracgao
Oleos alimentares usados Transesterificacdo
Biogas Biomassa humida Digestdo anaerdbia

Bio-ETBE (éter etil-ter-butilico)

Bioetanol

Sintese quimica

Tabela 2.2 — Biocombustiveis de segunda geragdo (Adaptado de Sims et al., 2008)

Tipo de biocombustivel

Biomassa

Processo de produgio

Bioetanol

Material lenhocelul6sico

Hidrolise
(modificada com pré-tratamentos)

Fermentagao

Biocombustiveis sintéticos

Material lenhocelul6sico

Gasificacdo e sintese

Biodiesel (hibridos de primeira e

segunda geracio)

Oleos vegetais e gorduras animais

Hidrogenagdo

Biogas (SNG - Synthetic Natural
Gas)

Material lenhocelul6sico

Gasificacdo e sintese

Bio-hidrogénio

Material lenhoceluldsico

Gasificacdo e sintese

Processos bioldgicos

Os biocombustiveis de terceira e quarta geracao sao produzidos a partir de novas fontes

de biomassa, por exemplo culturas modificadas e algas, usando processos de genética

moderna e de nanotecnologia. As Tabelas 2.3 e 2.4 mostram exemplos de

biocombustiveis de 3* e 4* geragao, respectivamente.




Tabela 2.3 — Biocombustiveis de terceira geragdo (Adaptado de Demirbas, 2009)

Tipo de biocombustivel Biomassa Processo de producio

Biodiesel (Oilgae Algae diesel) Genética ou nanotecnologia

Algas Esterificagdo

Tabela 2.4 — Biocombustiveis de quarta geragao (Adaptado de Demirbas, 2009)

Tipo de biocombustivel Biomassa Processo de producio
Biodiesel Oleo vegetal (proveniente de Conversag h1dr0~11t1ca
algas) Desoxigenagdo

O bioetanol caracteriza o etanol que ¢ produzido a partir da biomassa e/ou da fracgdo
biodegradavel de residuos para a utilizagdo como biocombustivel. O etanol, ou alcool
etilico, é uma substincia, com formula molecular C,HgO, incolor, volatil, inflaméavel e
totalmente soluvel em agua. Pode ser utilizado na sua forma pura, apés modificagdes
nos motores convencionais, ou em misturas com gasolina desde 10%, podendo atingir
valores superiores, como por exemplo no E-85 (15% de gasolina e 85% de etanol).

O estabelecimento de objectivos ambiciosos no que diz respeito ao aumento do
consumo de etanol para os proximos anos exige um aumento significativo da sua
producdo, o que motiva o investimento na investigacdo e desenvolvimento, quer de
novas matérias-primas (biocombustiveis de 3* e 4* gerag¢@o), quer de novas tecnologias
para a conversdo de matérias-primas lenhoceluldsicas (biocombustiveis de 2* geracao)
(Bastos, 2007).

Portugal possui algumas limitagdes para competir no sector de produgdo de
biocombustiveis, devido sobretudo a problemas edafo-climaticos, necessidades
alimentares da populagdo e limitagdes impostas pelo acordo entre os Estados Unidos da
América e a Unido Europeia respeitante a utilizagdo de areas de pousio para a producao
de plantas oleaginosas destinadas a usos industriais (Diniz, 2008).

A Galp Energia assinou, em 2008, um acordo de cooperagdo com Mogambique para a
produgdo, comercializagdo e distribuicdo de biocombustiveis. Este projecto inovador
prevé o investimento na produ¢do de duas culturas, jatropha e palma, que ndo
concorrem com a cadeia alimentar e permitem o aproveitamento de solos com menor
potencial agricola. Durante 2009 e 2010, e em antecipacdo a imposi¢do legal de

incorporagao de biocombustiveis nos combustiveis rodoviarios, o que marcou 2009



como o ano de viragem no sector dos biocombustiveis em Portugal e Espanha, esta
empresa revelou-se, ainda, pioneira na promog¢ao da sustentabilidade rodovidria com a
introdug¢do de produtos de origem renovavel no dia-a-dia dos automobilistas (Galp

Energia, 2010).



3. COMPOSICAO E ESTRUTURA DA BIOMASSA LENHOCELULOSICA

Entende-se por materiais lenhoceluldsicos, a biomassa de origem vegetal que ¢
constituida maioritariamente por polissacarideos, como a celulose e a hemicelulose, e
por lenhina (componentes estruturais), juntamente com outros componentes
minoritarios que ndo fazem parte da estrutura da parede celular, como ¢ o caso das
cinzas e extractivos. A Figura 3.1 mostra de forma esquematica a composicdo dos

materiais lenhocelulodsicos.

COMPONENTES

NAO

ERDIORA ESTRUTURAIS

—

Agua

_ Nao- Cinzas
polissacarideos

Polissacarideos

Extractivos

Celulose .
. Lenhina
Hemicelulose

Figura 3.1 — Classificagdo dos componentes dos materiais lenhocelulésicos

Fonte: Adaptado de Jiménez, 2009

A celulose e a hemicelulose sdao polissacarideos de elevada massa molecular
representando cerca de 60 a 80% do peso total dos materiais lenhoceluldsicos, sendo
que a lenhina, um polimero amorfo complexo constituido por unidades de fenilpropano,
representa 20 a 35% do peso total destes materiais (Pejo, 2010).

A biomassa lenhoceluldsica é tradicionalmente classificada, de acordo com as suas
propriedades fisicas, quimicas e mecanicas como: madeira resinosa, vulgarmente
designada de madeira macia, e que € caracteristica das arvores de folha persistente;
madeira folhosa, também denominada madeira dura, ¢ que € proveniente das arvores de
folha caduca; e biomassa proveniente de culturas anuais ou biomassa nao lenhosa. A

Tabela 3.1 mostra a composicao de diferentes tipos de biomassa lenhocelulosica.



Tabela 3.1 — Composi¢ao de alguns materiais lignoceluldsicos (Adaptado de Pejo, 2010)

Biomassa Glucano Xilano Manano Galactano Arabinano Lenhina

Madeiras duras

Choupo 43.5 15.5 2.5 23 1.5 26.2

Nogueira 46.2 16.5 2.6 - 1.8 21.9

Madeiras macias

Pinheiro 46.4 7.8 10.6 - 2.2 29.4

Culturas anuais

Palha de

. 30.2 18.7 0.8 2.8 17
trigo
Palha de 33.1 20.2 0.9 3.8 16.1
cevada
3.1. Celulose

A celulose ¢ a macromolécula mais abundante na Terra e o0 componente maioritario dos
materiais lenhocelulésicos, existindo na propor¢ao de 40 a 50% nas madeiras e de 25 a
40% nas plantas anuais. Distingue-se dos extractivos pela sua insolubilidade em agua e
solventes organicos, da hemicelulose pela sua insolubilidade em solucdes aquosas
basicas e da lenhina pela sua solubilidade em 4cidos e resisténcia a agentes oxidantes
(Browning, 1967).

A celulose ¢ um polimero formado por unidades de D-glucopiranose unidas por
ligacdes glicosidicas do tipo B(1—4), sendo que, tanto as suas propriedades fisicas e
quimicas como as suas func¢des na natureza, sao determinadas pela disposicao fibrilar
das suas moléculas e pela sua natureza cristalina (Martin e Manzanares, 1994). O seu
grau de polimerizagdo pode variar entre 500 a 15000 unidades. E sintetizada por uma
ampla variedade de organismos vivos e, apesar da maior parte da celulose processada
para a produ¢do industrial ser proveniente de plantas, algumas bactérias
(cianobactérias), fungos e algas verdes também sdo capazes de a sintetizar (Nobles et
al., 2001; Zogaj et al., 2001).

As propriedades fisicas e quimicas da celulose apenas se podem entender através do
conhecimento conjunto da sua natureza quimica e da sua estrutura ¢ morfologia no
estado solido, especialmente no fibroso. Exceptuando os poucos casos em que as

reaccOes quimicas podem ser levadas a cabo em solugcdo, a maior parte das




modificagcdes quimicas da celulose a escala laboratorial e industrial tém que ser
desenvolvidas em sistemas heterogéneos (Martin € Manzanares, 1994).

Quando estd numa conformacdo completamente estendida, a molécula de celulose
possui a forma de uma fita planar apresentando a cada duas unidades consecutivas uma
rotagdo de 180 ° em torno do eixo principal. Desta forma, a unidade de repeti¢ao
estrutural da celulose, glucose, repete-se o nimero de vezes correspondente a metade do
grau de polimerizagdo da molécula (Martin e Manzanares, 1994). A figura 3.2 mostra a

estrutura da celulose pondo em evidéncia a unidade repetitiva.

Figura 3.2 - Estrutura da cadeia de celulose

3.2. Hemicelulose

Sdo polissacarideos estruturais de peso molecular relativamente baixo e que se
encontram nas paredes celulares com o intuito de proporcionar a unido entre a lenhina e
a celulose. Sdo geralmente constituidos por uma cadeia principal que pode conter uma
unica unidade (homopolimero), como ¢ o caso dos xilanos, ou mais que uma unidade
(copolimero), tal como os glucomananos (Fengel ¢ Wegener, 1989). Os polimeros
hemiceluldsicos sao constituidos principalmente por trés hexoses (glucose, galactose e
manose) e duas pentoses (xilose e arabinose), podendo também detectar-se pequenas
quantidades de ramose e frutose (Ferraz et al., 2000).

A composi¢do e estrutura das hemiceluloses variam consoante os diferentes tipos de
biomassa. Nas madeiras duras, por exemplo, o xilano ¢ o polimero mais abundante, esta
altamente substituido por grupos acetilo e pode representar até¢ 30% do peso total
(Dahlman et al., 2003; Fengel ¢ Wegener, 1989). No caso das madeiras macias, o
polimero mais abundante é o galactoglucomanano que apresenta maior quantidade de
unidades de manose e galactose que as anteriores (Dahlman et al., 2003). Nas plantas

anuais, os componentes hemicelulosicos sdo muito parecidos aos das madeiras duras,



mas, tal como as madeiras macias, apresentam menor propor¢do de grupos acetilo
(Fengel e Wegener, 1989).

Entre as caracteristicas que diferenciam a hemicelulose da celulose enquadram-se a sua
maior capacidade de hidrdlise em meio acido e solubilidade em solugdes alcalinas, o
grau de polimerizagdo (entre 200-300 nas hemiceluloses relativamente a 500-15000 na
celulose), a presenga de ramificacdes, a heterogeneidade e a auséncia de cristalinidade,
j& que a hemicelulose ¢ um polimero amorfo. Comparativamente com a lenhina,

apresenta maior resisténcia a oxidagao (Ferraz et al., 2000).

3.3. Lenhina

A lenhina ¢ o terceiro componente maioritario dos materiais lenhoceluldsicos e, desta
forma, o terceiro polimero natural mais abundante na natureza, apenas ultrapassado, tal
como se constatou anteriormente, pela celulose e hemicelulose (Buranov e Mazza,
2008). A molécula da lenhina, que possui uma elevada massa molecular, ¢ formada a
partir da jun¢do de varios acidos e alcoois fenilpropilicos (cumarilico, coniferilico e
sinapilico), o que resulta numa estrutura tridimensional e amorfa (Jiménez, 2009). Esta
estrutura caracteristica da lenhina proporciona uma maior rigidez as células, tornando-as
impermeaveis e protegendo-as de ataques enzimaticos (Thomas, 1983). Para além de
conferir rigidez estrutural e sustentar as fibras dos polissacarideos participa também no
transporte de d4gua, nutrientes e metabolitos. Devido a sua complexidade e
heterogeneidade, nao € possivel descrever uma estrutura definida para a lenhina, sendo
que, no entanto, inimeros modelos representando a sua estrutura t€ém vindo a ser
propostos (Adler, 1977, Bardet et al., 2006; Ferapontova et al., 2006). A Figura 3.3
mostra a estrutura da lenhina proposta por Adler (1977).

Tal como a hemicelulose, a estrutura da lenhina varia para os diferentes materiais
lenhoceluldsicos. Se nas madeiras, a sua estrutura quimica tem sido amplamente
estudada, nos materiais agricolas, todavia, a sua estrutura e interac¢des entre os demais
componentes da parede celular ndo sdo muito conhecidos. Os valores referenciados para
o teor de lenhina nos materiais lenhocelulosicos sao de 20 a 26% nas madeiras macias,
26 a 32% nas madeiras resinosas ¢ 10% a 20% nas culturas anuais (Falkehag, 1975;

Glasser, 1990; Holtzapple, 1993).
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As ligacdes entre a lenhina e a hemicelulose realizam-se com o auxilio de
intermediarios cinamilicos, principalmente o acido fertlico, diferulico e o acido p-
cumdrico, que por sua vez se unem a cadeia principal de xilano através de
intermediarios monoméricos. Estas ligagdes entre os constituintes da lenhina sdo muito
fortes e afectam a hidrolise enzimatica, pelo que t€ém vindo a ser estudados diversos
métodos fisicos e quimicos que utilizem a deslenhificagdo como uma etapa prévia da

hidroélise, de modo a aumentar o seu rendimento final (Berlin et al., 2005; Pan et al.,

2005).
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Figura 3.3 - Estrutura da lenhina proposta por Adler (1977)

3.4. Outros compostos

Os materiais lenhocelulosicos podem conter também uma extensa variedade de
extrativos organicos (acidos gordos, ceras, proteinas, agucares simples, pectinas, gomas,
resinas, Oleos essenciais, etc.), que podem ser extraidos com solventes polares ou
apolares (Silva, 2009). Sao compostos intermédios do metabolismo do vegetal que lhe
proporcionam reserva energética e protec¢do contra os ataques de microrganismos e
insectos, mas que possuem um efeito inibitorio nos processos de conversao de biomassa

(Fengel e Wegener, 1989). Para além dos extractivos, a biomassa vegetal contém ainda
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uma pequena quantidade de espécies inorganicas (potassio, sédio, calcio, etc.),

resultantes dos nutrientes adquiridos durante o seu crescimento (Yu et al., 2008).
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4. PRODUCAO DE BIOETANOL A PARTIR DA BIOMASSA
LENHOCELULOSICA PELA VIA ENZIMATICA

Para que os polissacarideos da biomassa lenhocelulosica se transformem em agucares
potencialmente fermentaveis, ¢ necessdrio que esta passe por uma etapa de hidrolise.
Esta hidrolise pode ser realizada por processos acidos ou enzimdticos (Dominguez,
2003). A hidrolise acida consiste num processo quimico que, através da acgdo de
catalisadores, transforma as cadeias dos polissacarideos constituintes da biomassa
(celulose e hemicelulose) nos seus monomeros elementares. Podem utilizar-se os acidos
sulfurico, cloridrico, sulfuroso, fosforico, nitrico e formico, sendo que apenas o
sulfurico e o cloridrico s3o utilizados industrialmente. Ja a hidrélise enzimatica ¢ um
processo catalisado por um conjunto de enzimas, denominadas celulases, formando uma
mistura com diferentes actividades enzimdticas cuja ac¢do conjunta promove a
degradacgdo da celulose. Os produtores deste tipo de enzimas sdo as plantas superiores,
alguns invertebrados e, principalmente, os microrganismos, como bactérias e fungos. As
celulases de origem flngica tém sido as mais utilizadas devido a capacidade que estes
microrganismos tém em produzi-las em elevadas quantidades e de forma extracelular,
facilitando, assim, a sua separac¢do nos meios de cultivo (Dominguez, 2003).

O processo de producdo de etanol a partir da biomassa lenhocelulésica utilizando a
hidrolise enzimatica engloba as seguintes etapas (figura 4.1): (1) pré-tratamento, (2)

hidrélise enzimatica, (3) fermentacao e (4) destilacao (Pejo, 2010).

Pré-tratamento Hidrolise
enzimatica

agente

BIOMASSA LENHOCELULOSICA @
Microrganismo

ETANOL *-ﬁ' Q,.‘ I]II | Destilagdo | |]| Fermentagéo

Figura 4.1 — Esquema geral do processo de produgdo de etanol via enzimatica

Fonte: Adaptado de Pejo, 2010
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4.1. Pré-tratamento

Quando, para a hidrdlise da celulose, se utilizam catalisadores enzimaticos, a existéncia
de uma etapa de pré-tratamento adquire uma importancia crucial, devido as
caracteristicas dos materiais lenhocelulosicos anteriormente mencionadas.
A incubagdo de materiais celuldsicos de forma natural na presenca de celulases resulta
em rendimentos inferiores a 20%, devido a forte ligagdo da celulose com a lenhina, o
que constitui uma barreira fisica a penetracdo das enzimas (Lynd et al., 2002). Os
objectivos principais do pré-tratamento sdo: (1) alterar as caracteristicas estruturais da
celulose, tais como, a cristalinidade e o grau de polimerizacdo; (2) dissociar o
revestimento formado pela hemicelulose e a lenhina em torno da celulose, com o intuito
de proporcionar uma maior adesdo das enzimas a mesma; (3) aumentar a area
superficial do material; (4) provocar a solubiliza¢do ou redistribui¢do da lenhina e (5)
diminuir a presenc¢a de substincias que dificultem a hidrélise (Pejo, 2010; Dominguez,
2003). Além disso, um pré-tratamento deve possuir baixo custo energético e baixo
investimento, utilizar reagentes baratos e facilmente recuperaveis, e ser aplicavel a
diversos substratos (Dominguez, 2003).
De acordo com a sua natureza, os pré-tratamentos podem ser classificados em: fisicos,
quimicos, biologicos e fisico-quimicos (Sun e Cheng, 2002). A Figura 4.2 mostra de
forma esquematica o efeito do pré-tratamento num material lenhoceluldsico.

Bioetanol ou biogéds, com

baixo rendimenio e produtividade,
e geracio de muitos residuos

Colulose Sem pré-tratamento

Lignina

Lignocelulose Hemicelulose . .
g ‘ Microfibrila

l Macrofibrila \ l /
Fibra Celulisica . —— - 9 Enzi
.. ) nzimas
e S ‘ E@ Coutanankst
Matéria-prima _
lignocelulosica

a —
Bioetanol ou biogas com = — Enzimas
alto rendimento e produtividade, — '“-?"‘““_; @ Degradantes

e geracao de poucos residuos

————

Figura 4.2 — Efeito do pré-tratamento na acessibilidade das enzimas degradantes

Fonte: Taherzadeh ¢ Karimi, 2008
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Quando a biomassa lenhoceluldsica ¢ submetida a condigdes severas durante a etapa de
pré-tratamento, como temperatura elevada, pressdo e ambiente acido, pode ocorrer
degradagcdo da lenhina e dos actcares (celuldsicos ou hemicelulosicos) originando
produtos téxicos, que podem afectar as posteriores etapas de hidrolise e fermentacdo. A
natureza e concentracdao destes produtos dependem: (1) tipo de matéria-prima, (2) do
pré-tratamento utilizado e das condi¢cdes do mesmo e (3) da utilizagdo ou nao de
catalisadores (Dominguez, 2003 e Pejo, 2010). Esses produtos téxicos dividem-se em
trés grupos (Larsson, 2000): derivados do furano, é4cidos alifaticos de baixo peso
molecular e derivados fenolicos. Desta forma, os principais compostos toxicos
originados no pré-tratamento da biomassa lenhocelulosica sdo: (1) furfural, originado a
partir da degradacdo das pentoses (arabinose e xilose), (2) o 5-hidroximetilfurfural
(HMF) formado a partir da degradagdo das hexoses (glucose, galactose e manose) e, por
fim, (3) o 4-hidroxibenzaldeido, vanilina, seringaldeido, 4cido cumaérico e acido feralico
a partir da degradagdo da lenhina. Por sua vez, alguns destes compostos podem
degradar-se noutros compostos: o furfural em acido formico e o HMF em quantidades
equimoleculares de acido formico e levulinico (4cidos alifaticos). Forma-se, ainda,
acido acético procedente da hidrélise dos grupos acetilo da hemicelulose (Dominguez,
2003).

Os compostos toxicos presentes na fraccdo liquida resultante do pré-tratamento
dependem do tipo de madeira utilizada como matéria-prima. Assim, os hidrolisados
provenientes do pré-tratamento de madeiras duras possuem uma maior concentragao de
furfural e de acido acético comparativamente com os provenientes do pré-tratamento de
madeiras macias, devido ao seu grande conteudo em pentoses e grupos acetilo

(Dominguez, 2003).

4.1.1. Pré-tratamentos fisicos

Dentro dos pré-tratamentos fisicos enquadram-se aqueles que utilizam a moagem de
impacto, aplicando forgas de cisalhamento e de redugdo da cristalinidade da celulose
(Sanchez e Cardona, 2008, Sun e¢ Cheng, 2002). Sdo exemplos de pré-tratamentos
fisicos a trituragdo mecanica e a radiacdo de alta energia. Os requisitos energéticos
necessarios para este tipo de processos dependem do tamanho da particula que se

pretende alcangar e da matéria-prima a pré-tratar (Pejo, 2010).
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O método de trituragdo mecanica consiste na trituracdo dos materiais lenhocelulosicos
através de uma combinagdao de forcas de desagregagdo e trituracdo, o que reduz a
cristalinidade da celulose e aumenta a superficie especifica e a densidade aparente,
facilitando posteriormente a hidrélise da matéria (Sun e Cheng, 2002). Existem
diferentes tipos de moinhos para esse efeito: moinhos de esferas, martelos, pas, rolos,
etc. Este método possui o inconveniente de precisar de um elevado consumo energético
(Dominguez, 2003).

A radiagdo de alta energia rompe as ligacdes [B-glicosidicas e as ligagdes entre a
celulose e a lenhina, sendo, no entanto, uma técnica de dificil aplicacdo devido a baixa
densidade dos materiais a tratar e as elevadas quantidades requeridas que obrigam a
existéncia de instalagdes muito complexas e de custo elevado (Khan et al., 1986;

Dominguez, 2003).

4.1.2. Pré-tratamentos quimicos

Este tipo de tratamento tem como objectivo solubilizar a fraccdo de lenhina e alterar a
estrutura da celulose, facilitando a ac¢do das enzimas (Dominguez, 2003). Os principais
pré-tratamentos quimicos sdo: (1) a oxidacdo humida, que tem a vantagem de
praticamente ndo gerar sub-produtos, consistindo em colocar a biomassa em contacto
com a agua a elevadas temperaturas ¢ na presenca de oxigénio; (2) o tratamento com
0zono, que possui uma série de vantagens como a eliminagao efectiva da lenhina, a nao
geracdo de produtos toxicos que possam afectar as etapas posteriores do processo e o
facto da reac¢do se processar a temperatura ambiente e a pressdo atmosférica, sendo,
contudo, um método dispendioso, devido a grande quantidade de ozono utilizado no
processo; (3) a hidrélise alcalina, que provoca um inchamento da biomassa, fomentando
um aumento da 4rea superficial, uma diminuicdo da cristalinidade, uma melhor
separagdo entre as unidades estruturais da lenhina e os polissacarideos, e
simultaneamente a degradagdo da lenhina; e por fim (4) o tratamento com solventes
organicos, que consiste em aplicar uma mistura de solventes organicos ou aquosos
(metanol, etanol, acetona e etilenoglicol) juntamente com um catalisador acido (acido
cloridrico ou sulftirico) de modo a provocar a ruptura das ligacdes internas da lenhina e

da hemicelulose.
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4.1.3. Pré-tratamentos fisico-quimicos

De todos os pré-tratamentos fisico-quimicos, o método de explosdao a vapor (EV) tem
vindo a ser o mais utilizado para o tratamento da biomassa lenhocelulosica. Trata-se de
um pré-tratamento hidrotérmico, onde a biomassa ¢ submetida & acg¢do de vapor
saturado, durante um determinado periodo de tempo, que pode variar desde alguns
segundos a varios minutos. Apos este tempo de tratamento, o material ¢ submetido a
uma brusca descompressao (Dominguez, 2003; Pejo, 2010). O efeito deste pré-
tratamento traduz-se numa combinacdo de alteragdes fisicas e quimicas. A brusca
descompressdo a que o material ¢ sujeito provoca a evaporacao da agua interna, criando
forcas de cisalhamento, que levam a separacdo das fibras (alteragdo fisica). Ja a
alteragdo quimica ¢ provocada pela auto-hidrolise da hemicelulose, isto €, os grupos
acetilo presentes nas hemiceluloses produzem acido acético que, a temperatura do
processo, catalisa a hidrélise da hemicelulose.

Durante este tratamento as ligagdes entre a lenhina e os polissacarideos sdo
parcialmente destruidas, obtendo-se um produto fibroso no qual a celulose passa a ser
susceptivel a hidrélise enzimdtica. A hemicelulose ¢ facilmente recuperada no lavado e
a sua despolimerizacdo depende das condigdes de tratamento. A lenhina pode ser
extraida e utilizada para diferentes finalidades, sem que para isso necessite de sofrer
grandes modificagdes.

As varidveis mais importantes a controlar no processo de pré-tratamento de EV sdo a
temperatura, o tempo de residéncia, o tamanho da particula e a humidade (Duff e
Murray, 1996). Tem como principais vantagens: (1) a possibilidade de utilizar particulas
de tamanho relativamente grande e evitar a adicdo de catalisadores acidos (a excepgao
das madeiras macias), (2) a alta recuperacdo de agucares, (3) elevados rendimentos na
hidrélise enziméatica que sucede a esta etapa e (4) a capacidade de ser implementado a
escala industrial. Entre as suas limitacdes encontram-se a ocorréncia de degradagdo
parcial dos acucares hemiceluldsicos e a geragdo de compostos toxicos que podem
afectar as etapas posteriores de hidrolise e fermentagao (Pejo, 2010). Para a eliminagdo
destes compostos, o material pré-tratado deve ser lavado com agua antes de passar as
etapas posteriores (Dominguez, 2003).

Outra tecnologia de pré-tratamento hidrotérmico consiste no tratamento da biomassa
com agua quente, por um processo conhecido por Liquid Hot Water (LHW). Neste pré-

tratamento a biomassa lenhoceluldsica ¢ penetrada com 4gua no estado liquido, a alta
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pressdo e temperatura, hidratando a celulose e removendo a hemicelulose e parte da
lenhina (Taherzadeh e Karimi, 2007). Esta hidrata¢ao da celulose provoca um aumento
da area superficial acessivel da biomassa, melhorando-a para a hidrolise enzimatica. As
principais vantagens inerentes a este processo sdo: (1) o elevado potencial para gerar
fibras reactivas; (2) a elevada recuperagdo de pentosas e¢ (3) a obtencdo de um
hidrolisado com baixo teor de produtos inibidores da fermentacao da glucose (Laser et
al.).

A principal diferenca entre 0o LHW e os pré-tratamentos a vapor consiste na quantidade
de produtos solubilizados ¢ na concentragdo dos mesmos, isto €, num tratamento com
agua quente a quantidade de produtos solubilizados ¢ maior enquanto a concentragao
desses produtos ¢ menor relativamente aos pré-tratamentos a vapor (Blobleter, 1994).
Hendriks e Zeeman (2009) relacionam esta ocorréncia com a elevada quantidade de
agua adicionada neste tratamento comparativamente aos tratamentos com vapor. Devido
a estas baixas concentragdes, o risco de degradacdo da hemicelulose e lenhina em
produtos téxicos como o furfural e o 4-hidroxibenzaldeido, respectivamente, ¢ menor
num pré-tratamento LHW (Hendriks e Zeeman, 2009).

Outro método fisico-quimico muito utilizado no pré-tratamento da biomassa
lenhoceluldsica ¢ a EV com adi¢do de amoniaco (AFEX — Ammonia Fiber Explosion).
Neste método, o material ¢ previamente impregnado com amoniaco liquido a
temperaturas que rondam os 90 °C, durante aproximadamente 30 minutos (Sun e Cheng,
2002). A principal diferenga relativamente ao método de EV reside no facto de num
processo AFEX, a hemicelulose ndo ser solubilizada. As vantagens deste método sdo
praticamente as mesmas que as do anterior, nomeadamente a possibilidade de se
utilizarem tamanhos de particula elevados, sem que isso afecte a eficiéncia do processo,
e a ndo producdo de inibidores que possam comprometer as etapas posteriores. No

entanto, perde eficiéncia para biomassas com alto teor de lenhina (Dominguez, 2003).

4.1.4. Pré-tratamentos bioldgicos

Os pré-tratamentos bioldgicos consistem em submeter o material lenhocelulésico a
accdo de fungos, com o objectivo de degradar a lenhina e a hemicelulose, eliminando as
barreiras que protegem a celulose tornando-a mais vulnerdvel ao posterior ataque

enzimatico. Estes métodos tém a vantagem de se realizarem em condi¢cdes ambientais
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suaves ¢ de possuirem um baixo consumo energético. Contudo, alguns dos fungos
utilizados também consomem a celulose o que compromete o rendimento final do

processo. Além disso, ¢ um processo demasiado lento (Dominguez, 2003; Pejo, 2010).

4.2. Hidroélise enzimatica

O material insoluvel obtido através do pré-tratamento € constituido principalmente por
celulose e lenhina, uma vez que grande parte dos acgucares hemiceluldsicos sdo
solubilizados durante o processo. A etapa posterior consiste na hidrélise enzimatica, que
tem como finalidade degradar as cadeias de celulose em mondémeros de glucose (Pejo,
2010).

A hidrolise enzimatica consiste na degradacdo da celulose através de um grupo de
enzimas, denominado celulases, produzindo agucares redutores passiveis de serem
fermentados por leveduras ou bactérias para produzir etanol (Figura 4.3). Este grupo
enzimdatico ¢ constituido por: (1) Endo-B-glucanases (endo-1,4-D-glucanohidrolase),
que atacam as zonas de baixa cristalinidade da fibra celulosica, formando cadeias com
extremidades livres; (2) Exo-B-glucanase ou celobiohidrolase (1,4-B-D-glucano
celobiohidrolase), que se liga as extremidades das cadeias formando glucose e
celobiose; e (3) B-glucosidase, responsavel por dissociar a celobiose produzindo duas

moléculas de glucose.

TRZIVIRNGIY SNSRI SRR RN
& Endoglucanases
GO o Rm
RESRTY IR TSR TR
oy grna e g ;
TR IR R T AR e TR TR R Y SR e LR T SR L TR
TSR e TR TRz

Exoglucanases '

Sinergismo Endo-Exo TR ER TR TERLT T RRATI

o8
SFIe3 Celobiose
gﬂ’gﬁ 3-glicosidase '
Glicose (.-;,;7;1?;.)
n

Figura 4.3 — Sistema enzimatico utilizado na degradagio da celulose

Fonte: Silva, 2009
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O mecanismo da hidrdlise enzimatica ¢ dividido em trés etapas (Kosaric et al., 2001):
(1) decomposicao das ligagdes glicosidicas por parte das enzimas endo-B-glucanases,
(2) ataque sinergético das enzimas endo-p-glucanases e exo-B-glucanase e, por fim, (3)
catalise da hidrolise dos oligossacarideos pelas enzimas B-glucosidase.

Quanto a cinética consiste, de uma maneira geral, na decomposi¢do dos polissacarideos

em monossacarideos, como representado na Figura 4.4.

. , K ,
Polissacarideos —=— Monossacarideos

Figura 4.4 — Esquema da cinética de degradagdo dos polissacarideos

A cinética enzimatica ¢ geralmente descrita de acordo com a teoria desenvolvida por L.
Michaelis e M. L. Menten. Esta teoria considera que a enzima, E, se liga ao substrato S,
formando o complexo enzima-substrato, ES, que ¢ catalisado, formando o complexo
enzima-produto, EP, que por altimo ¢ destruido, originando o produto P e reabilitando a

enzima, tal como demonstra a figura 4.5.

E+S«X 3sES—X SE+P

Figura 4.5 — Esquema da cinética de Michaelis-Menton

A equacdo de Michaelis-Menten ¢ a equacgdo de velocidade de uma reaccdo catalisada
por enzimas € com um Unico substrato. Esta equagdo relaciona a velocidade inicial
(velocidade na qual a concentragdo de produto em relacdo ao tempo € constante), a
velocidade maxima e a concentragdao inicial de substrato, através de uma constante
chamada Ky (constante de Michaelis-Menten). Por sua vez, a constante de Michaelis-
Menton equivale a concentragcdo de substrato onde a velocidade inicial da reacgdo ¢

igual a metade da velocidade maxima.

VS
" K, +[S] (eq.1)
Ky =[5V = Vi (eq.2)
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O processo de hidrolise enzimatica apresenta algumas vantagens relativamente aos
processos realizados com acido, nomeadamente o facto de ocorrer a temperaturas baixas
(40-50°C) e gerar subprodutos de degradacdo em baixa concentragdo (Silva, 2010b).

Os principais inconvenientes da hidrdlise enzimatica estdo relacionados com a
necessidade de utilizar uma concentracdo elevada de enzimas motivada pela baixa
actividade especifica e com a propria natureza do material a tratar. Além disso, o custo
de producdo das enzimas ¢ elevado e representa uma parte significativa do custo total do

processo (Pejo, 2010).

4.3. Fermentacao

A fermentacdo, quando aplicada a qualquer matéria-prima que contenha agucares
fermentaveis pode resultar em etanol (Lin, 2006). Consiste na conversdo anaerobia ou
aerdbia de agucares em dioxido de carbono e alcool por ac¢do de microrganismos, dos
quais resultam também uma variedade de produtos, tais como farmacos, acidos
organicos e alcoois (Hassan, 2008).

Apobs a etapa de hidrdlise, onde os polissacarideos existentes na matéria-prima sao
degradados em moléculas de glucose, efectua-se entdo a fermentagdo, cujo
procedimento consiste numa série de reacgdes quimicas que transformam os agucares
em etanol. A reaccdo de fermentacdo ¢ originada por fungos e bactérias que se

alimentam dos agucares enquanto produzem didxido de carbono e etanol (Figura 4.5).

C6H1206 —_— 2 CH3CH20H + 2 COz
Glucose Etanol Dioxidode

carbono

Figura 4.6 — Reaccdo da glucose para a obtengdo de etanol

A levedura mais utilizada nos processos fermentativos ¢ a Saccharomyces cerevisiae
dado possuir um potencial fermentativo bastante elevado. Esta levedura pode crescer
tanto em agucares simples, como a glucose, como em dissacarideos, como ¢ o caso da
sacarose (Lin e Tanaka, 2006). A S. cerevisiae ¢ a unica levedura que pode crescer tdo

rapidamente em condicdes aerdbias como em condi¢des anaerobias. Esta capacidade ¢
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de extrema utilidade em muitas das suas aplicacdes industriais, como é o caso da
fermentagdo da cerveja e do vinho e da produgdo em grande escala de bioetanol. O
bioetanol é geralmente produzido por fermentagdo anaerobia da S. cerevisiae (Hassan,
2008).

Para uma fermentacdo ser realizada com sucesso ¢ importante que se perceba o que
acontece durante o processo € como o controlar de modo a obter as condigdes Optimas
de operacdo. De uma maneira geral, o processo de fermentacdo consiste nas seguintes
etapas: (1) preparagdo de um meio de cultura adequado ao desenvolvimento do
microrganismo agente, (2) passagem do meio de cultura para um fermentador e (3)
adicao do microrganismo responsavel pela fermentagdo (Schmidell e Facciotti, 2001).
Os principais parametros a controlar num processo de fermentag¢do sdo a temperatura,
pH, velocidade de agitagdo, oxigénio dissolvido e quantidade de nutriente fornecido.
Existem diversas formas de conduzir o processo de fermentagdo, com o intuito de
aumentar o rendimento do produto desejado, como por exemplo: (1) variar a disposi¢ao
e o volume do fermentador, (2) reutilizar o microrganismo agente num novo ciclo de

fermentagao e (3) alterar o modo de alimentagdo do meio de cultura.

4.4. Sacarificacao e fermentacao simultaneas

A ideia do processo de Sacarificagdo e Fermentagdo Simultineas (SFS) foi patenteada
em 1976 por Gauss e constitui, hoje em dia, um dos avangos mais importantes no
processo global de produgdo de etanol a partir da biomassa lenhoceluldsica, no qual a
hidrélise e a fermentagdo tém lugar no mesmo reactor (Pejo, 2010; Xiaojian e Chun,
2008).

Desta forma, a glucose produzida durante a hidrdlise, por ac¢do das celulases ¢
directamente convertida em etanol pelas leveduras. Esta conversao continua da glucose
reflecte-se num rendimento de hidrélise superior, na necessidade de concentragdes de
enzima inferiores, na reducdo do tempo total do processo e numa maior produtividade
de etanol (Alfani et al., 2000; Ballesteros et al., 2002). Para além disso, a presen¢a do
etanol na fermentagdo torna a mistura menos vulneravel ao ataque de microrganismos
indesejados (Sasikumar e Viruthagiri, 2010).

A SFS consiste assim num processo vidvel e eficiente que pode ser implementado para

diferentes matérias-primas e tecnologias de pré-tratamento, mas que apresenta alguns

22



problemas, uma vez que, as condi¢cdes Optimas de pH e temperatura sdo diferentes nas
etapas de hidrolise e fermentacdo, sendo necessario encontrar condigdes que sejam
favoraveis a ambas (Pejo, 2010). O pH optimo para a hidrolise enzimatica encontra-se
proximo de 4.8, enquanto o pH da fermentacdo ¢ superior a 5, variando com o tipo de
microrganismo utilizado. No que diz respeito a temperatura Optima, a da hidrolise
encontra-se proxima dos 50°C, sendo que as leveduras geralmente utilizadas na
producdo de etanol trabalham em redor dos 37°C. Assim, o uso de leveduras
termotolerantes capazes de crescer e fermentar a temperaturas superiores a 40°C e, por
isso, mais proximas das temperaturas Optimas da hidrélise, representa uma boa
alternativa para contornar este problema. A Kluyveromyces marxianus ¢é a bactéria mais
utilizada para esse efeito (Dominguez, 2003; Pej6, 2010). Este processo €, ainda,

incapaz de fermentar as pentoses e ndo possibilita a reciclagem de células (Pejo, 2010).
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5. DESENVOLVIMENTO EXPERIMENTAL

O trabalho realizado nesta tese de mestrado consistiu na producao de etanol a partir da
palha de cevada, empregando um pré-tratamento com agua liquida quente (Liquid Hot
Water - LHW) e acido acético. A escolha deste acido fraco deve-se ao facto de este
corresponder a um 4cido que também pode ser gerado durante o pré-tratamento do
material em questdo, nomeadamente pela ruptura dos grupos acetilo das hemiceluloses
ocorridas nessa etapa.

Pretende-se obter as condi¢des que proporcionem uma boa recuperacdo de agucares na
etapa de pré-tratamento e um bom rendimento de hidrélise enzimatica, conduzindo
desta forma a uma taxa elevada de producdo de etanol. O procedimento experimental
(processos aplicados e produtos obtidos) utilizado no trabalho encontra-se

esquematizado na Figura 5.1.

PALHA DE CEVADA

v

PRE-TRATAMENTO:Liquid Hot
Water (LHW)

'

Material pré-tratado

v

FILTRAGAO

Pré-hidrolisado Residuo sélido

insoluvel (RSI)

v

Hidrdlise

enzimatica

A 4

SFS (Sacarificagdo e

Fermentagdo
simultaneas)

Figura 5.1 — Esquema simplificado dos processos experimentais utilizados no presente trabalho e respectivos produtos
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5.1. Caracteriza¢cdo da matéria-prima

A palha de cevada foi caracterizada de acordo com os métodos recomendados pelo

Laboratério Nacional de Energias Renovaveis dos EUA (NREL) para a determinagao

dos compostos principais dos materiais lenhocelulosicos (NREL, 2009). Todos os

ensaios foram realizados em triplicado. O esquema da Figura 5.2 representa o

procedimento de analise utilizado para a analise da matéria-prima utilizada.

] ]
Cinzas totais |<

Calcinagdo a 5752C

MATERIA-PRIMA

EXTRAIDA

MATERIA-PRIMA

¢I Humidade

Secagem a 105 eC

A

Extractivos

Hidrdlise em 2
etapas

A 4

HIDROLISADO

A 4

Filtragdo a vacuo

FRACCAO LiQUIDA

HPLC

Espectroscopia a
205 nm

Acucares

Lenhina
solivel em
acido

| Grupos
i acetilo
FRACCAO SOLIDA

\ 4

Lenhina insolivel em
acido

\ 4

Cinzas insoluveis em acido

Figura 5.2 — Esquema do procedimento de analise da composi¢do da palha de cevada
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Todos os procedimentos do NREL utilizados neste trabalho, foram aplicados a amostras
com baixo teor de humidade (<10%). Um elevado teor de humidade altera a
concentragdo efectiva de 4cido na etapa de hidrdlise acida, o que, por sua vez, provoca
uma diminui¢do do conteudo de hidratos de carbono, devido a uma hidrélise incompleta
dos polimeros (NREL, 2009).

Numa primeira etapa realizou-se a separagao do material ndo estrutural da biomassa
(extractivos), de modo a prevenir interferéncias nas etapas posteriores da analise. Para
isso deve-se efectuar uma preparagao prévia das amostras, convertendo-as num material
de tamanho regular para prevenir a interferéncia na analise de composi¢do. Um tamanho
inferior pode derivar numa diminuicdo do conteudo de hidratos de carbono (e
consequente aumento do teor de lenhina), devido a uma excessiva degradagdo destes.
Pelo contrario, um tamanho superior pode levar a uma diminui¢do do conteido de
hidratos de carbono resultante de uma hidrolise incompleta (NREL, 2009). Desta forma,
procedeu-se a determinagdo da fraccdo de grossos e finos que constituem a palha de
cevada, moendo a matéria-prima a 2 mm e fazendo-a passar sucessivamente por
peneiros de 0,85 mm e 0,2 mm. A percentagem de grossos obtida (definida como a
fracgdo com tamanho superior a 0,2 mm) foi de 84,6%, enquanto a de finos (definida
como a frac¢do com tamanho inferior a 0,2 mm) foi de 15,4%. A andlise da composi¢ao
realizou-se sobre a frac¢do de grossos e refere-se, posteriormente, a biomassa completa
(grossos+finos) quando corrigida pelo contetido em cinzas.

Realizada a separacdo de grossos e finos, submeteu-se a fraccdo de grossos a uma
extrac¢cdo em duas etapas, utilizando agua e etanol. O método utilizado foi a extrac¢ao
automatica, que consiste em colocar as células de extrac¢ao, previamente preparadas
com filtros de vidro de tamanho adequado no fundo e 1g de amostra, no extractor
automatico. Ao extracto aquoso final foram retirados 25 mL para hidrélise com acido
sulfurico (30 minutos, a 121°C), e 5 mL destinados a andlise dos grupos acetilo por
HPLC. O restante volume foi colocado num evaporador rotativo equipado com um
banho termostatico a operar a 40°C e com sistema de vacuo. Terminada a evaporagdo de
todo o liquido, colocou-se o baldo na estufa a 105°C, durante 24h, e pesou-se o residuo
obtido. O procedimento adoptado para a extraccao com etanol foi semelhante.

As cinzas (material inorganico da biomassa), tanto as estruturais como as extraiveis,
devem ser medidas como uma parte da composicdo total da biomassa. As cinzas
estruturais sdo o material inorganico unido a estrutura fisica da biomassa, enquanto as

extraiveis sdo as que se podem extrair lavando o material.
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O conteudo em cinzas totais ¢ obtido através do residuo que permanece apds uma
oxidagdo a seco (oxidagdo a 550-600°C). Em sintese, pesou-se aproximadamente 0.5 g
das amostras de grossos e finos e colocaram-se numa mufla a 575°C, durante 8 horas.
Decorrido este tempo, anotou-se o peso final. O conteudo de cinzas totais ¢ dado pela
soma das cinzas obtidas para os grossos e finos, devidamente corrigido pelo contetido
de humidade.

Por fim, utilizou-se a biomassa livre de extractivos para a determina¢do dos hidratos de
carbono estruturais e da lenhina soluvel em 4cido, realizando-se para o efeito uma
hidro6lise com acido sulfurico, durante 1h a 121°C, a amostras previamente preparadas.
Esta preparagdo prévia consistiu na pesagem de 0,3g de amostra livre de extractivos, a
qual se adicionaram 3 mL de H,SO4 a 72% levando-se a mistura a um banho a 30°C,
durante 1 hora. Posteriormente, transferiram-se os hidrolisados para um frasco e
juntaram-se 84 mL de agua destilada a cada um deles. Paralelamente a este
procedimento, prepararam-se uma série de padrdes de recuperagdao de agticares (SRS),
que se levaram a hidrolisar juntamente com as amostras e que foram posteriormente
utilizados para corrigir as perdas provocadas pela destrui¢do de actcares durante a
hidrolise em meio acido diluido. Os agucares utilizados como padrdes de recuperagdo
foram a glucose, xilose e galactose, pesando-se 0,3 g de cada um deles e adicionando-
lhes 84 mL de dgua e 3mL de 4cido sulftrico a 72% (m/m).

Ap6s a hidrélise 4cida procedeu-se a filtracdo das amostras utilizando filtros de nylon.
A fracgdo solida ¢ guardada a 105°C, durante 24h. Parte da frac¢do liquida ¢ entdo
utilizada para a determinag@o dos hidratos de carbono poliméricos e da lenhina solavel
em &cido. Os hidratos de carbono poliméricos sdo determinados por HPLC, enquanto a
lenhina soliivel em 4acido ¢ determinada por espectroscopia UV-VIS. A fraccdo solida ¢é
utilizada para a determinag@o da lenhina insoluvel em &cido. Para isso, submeteu-se o
filtrado a uma oxidagao seca, colocando-o, apés 24h de secagem numa estufa a 105°C,
numa mufla durante 8 horas, a 575°C, seguindo-se a pesagem das cinzas obtidas. A
lenhina ¢ obtida pela diferenca entre o peso do residuo obtido a 105°C e das cinzas
obtidas a 575°C, devidamente corrigidos pelo peso seco da amostra inicial. O valor de
extractivos ¢ utilizado como factor de correccdo para calcular a composicdo da
biomassa completa, uma vez que a analise dos componentes da biomassa foi realizada
numa base livre de extractivos. Os valores da Tabela 5.1 referem-se a biomassa

completa.
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Tabela 5.1.- Composi¢ao da palha de cevada

Componente Teor (%, m/m)

Celulose 37,840,18

Componentes lenhocelulésicos | Hemicelulose 24,9+0,56

Lenhina (*) 13,7£0,51

Glucose 41,6+0,19

Xilose 24,3+0,37

Composicao em aciicares simples Galactose 0,8+0,22

Arabinose 2,810,17

Manose 0,1+0,02

Cinzas 7,0+0,19
Agua 11,4
Extractivos Etanol 1,75
Total (**) 10,5

Grupos acetilo 1,610,11
Total (**%) 95,5

(*) Lenhina insoltivel em acido (12,54)+Lenhina soliivel em acido (1,16)
(**) %P.seco grossos*(%Ext.etanol+%Ext.agua)+%P.seco finos*%Ext(corrigido com valor das cinzas)

(***) Lenhoceluldsicos+Cinzas+Extractivos+grupos acetilo

A palha de cevada analisada contém celulose (37,8+0,18%), hemicelulose (24,9+0.56%)
e lenhina (13,740,51%) que somadas constituem 76,4% do seu peso total. O conteudo

em extrativos e cinzas alcanca, respectivamente, 10,5 e 7,0+£0.19%.

5.2. Pré-tratamento

Na produgdo de etanol, a etapa de pré-tratamento da biomassa tem como principal
objectivo facilitar o acesso das enzimas celulésicas a celulose, aumentando, desta
forma, o rendimento na etapa posterior de hidrolise enzimatica. Assim, num pré-
tratamento deve-se maximizar a producdo de agucares ou a capacidade de produzir
acucares mediante hidrélise enzimatica, em detrimento da degradagdo destes em
produtos ndo desejaveis. Uma produgdo elevada de aglicares fermentaveis nesta fase ¢
de elevada importancia para a competitividade econémica do processo de producdo de
etanol a partir da biomassa lenhocelulosica.

Neste trabalho realizou-se um pré-tratamento hidrotérmico designado Liquid Hot Water
(LHW) que consiste na utilizagdo de 4gua a temperatura elevada sob pressdo para que,
apds penetracdo desta na biomassa, a area superficial de contacto aumente tornando

mais eficiente a hidrolise enzimatica.
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Numa primeira fase, realizaram-se diversos ensaios variando a temperatura (175, 185 e
195°C), o tempo (10 e 25 minutos) e a concentracdo de acido acético (1, 2 e 4 %). Esta
concentragdo de acido acético foi escolhida tendo em conta a percentagem de grupos
acetilo da palha de cevada (1,6%, m/m). Inicialmente escolheram-se os valores de 1 e
2% (m/m) por serem valores proximos do obtido, tendo-se, mais tarde, testado uma
concentragdo superior (4%, m/m) por ndo se ter verificado grande variabilidade para os
valores referidos anteriormente (1 e 2 %).

Para os ensaios de pré-tratamento utilizou-se um reactor do tipo autoclave (modelo
EZE-Seal, Autoclave Engineers, Erie, PA) com 0,5L de capacidade dotado com

controlo de temperatura e pressao e agitacao (Figura 5.3).

Controlo da pressdo |
no interior do reactor :
1

Dispositivo para
introdugdo do acido

Vdlvula de escape de
pressdo do reactor

Figura 5.3 — Reactor do tipo autoclave utilizado para o pré-tratamento LHW

A relacdo solido/liquido utilizado no reactor foi de 10% (m/v), o que corresponde a
utilizagdo de 35g de palha de cevada para 350 mL de 4gua. Uma vez terminado o tempo
do pré-tratamento retirou-se a camisa de aquecimento e arrefeceu-se o reactor com agua
e gelo. Quando a temperatura no interior do reactor atingiu aproximadamente 70°C,
aliviou-se a pressdo na valvula de escape e abriu-se o reactor. A Figura 5.4 mostra o
aspecto do material antes e ap6s a aplicacdo do pré-tratamento.

Entre os principais inconvenientes associados a este procedimento experimental
destaca-se a dificuldade em controlar a temperatura no interior do reactor, uma vez que
esse controlo ¢ feito através da camisa de aquecimento, o que motivou a ocorréncia de

algumas oscilagdes (+ 2°C) durante o curso do pré-tratamento. Adicionalmente, o tempo
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para atingir a temperatura pretendida variou ligeiramente entre experiéncias, uma vez
que, normalmente, se realizaram mais que uma experiéncia didria, o que fez com que na
segunda experiéncia o reactor ja se encontrasse aquecido e o tempo necessario para

atingir a temperatura pretendida fosse inferior.

Figura 5.4 — (a) Amostra inicial e (b) Material pré-tratado

O material pré-tratado obtido foi entdo submetido a um balango material. Primeiramente
foi filtrado com um funil de Biichner, separando-se as fracgdes liquida da sélida (Figura
5.5). Da fracgdo liquida retiraram-se 25mL para efectuar a hidrolise acida (com 0,54 mL
de H,SO4 a 121°C, 30 minutos) cuja analise posterior por HPLC permite determinar os
acucares obtidos. O restante liquido foi utilizado para medi¢do do pH e calculo da
percentagem de solidos soliveis, bem como para a determinacdo de oligobmeros e
produtos toxicos, por HPLC.

Para a frac¢do solida determinou-se o seu peso e contedtdo em humidade.
Posteriormente a frac¢do solida foi lavada com 1L de 4gua destilada e novamente
pesada para determinacdo da humidade. A fraccgdo sélida lavada foi depois caracterizada
de acordo com os métodos do NREL, tal como descrito anteriormente para a matéria-
prima (excepto os extractivos), com o intuito de obter uma visao global do efeito do

pré-tratamento sobre a composi¢do da palha de cevada.

| ~ (b)

Figura 5.5— (a) Sistema de filtragdo com a frac¢do liquida do material pré-tratado e (b) Fracgao sélida do material pré-tratado
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A Tabela 5.2 mostra os resultados da recuperagao de so6lidos insoluveis e da composi¢ao
dos mesmos apo6s o pré-tratamento (dados expressos em base seca). Aumentando a
temperatura verifica-se, de uma maneira geral, um aumento da quantidade de celulose e
lenhina, associado a uma progressiva solubiliza¢cdo da hemicelulose na frac¢ao liquida.
Para todas as condi¢des aplicadas constata-se ainda que o conteiido de hemicelulose ¢
inferior ao existente na matéria-prima, sendo que o material pré-tratado se encontra
enriquecido em celulose e lenhina, o que seria de esperar, uma vez que um dos
objectivos desta etapa visa concentrar a celulose, deixando-a disponivel para a hidrolise
enzimatica, ¢ solubilizar a hemicelulose. No que diz respeito a lenhina, o valor obtido
deve-se, possivelmente, ao facto de o material pré-tratado ndo se encontrar livre de
extractivos e de estes se encontrarem associados a lenhina, sendo, por isso,
contabilizados como tal, o que pode significar que o teor obtido esta sobrevalorizado.

J& a recuperacdo de solidos insoluveis diminui a medida que as condi¢des do processo
se tornam mais severas, o que faz com que os valores superiores se verifiquem para as
condicdes mais suaves.

Na Tabela 5.3 estdo representados os dados relativos a composicdo da fraccdo liquida
(valores expressos em g/100 g de matéria-prima), bem como os valores de pH de cada
um dos ensaios realizados. A frac¢do liquida é maioritariamente constituida por
agucares solubilizados procedentes da fraccdo hemiceluldsica e por produtos toxicos
gerados durante o pré-tratamento. Verifica-se que a xilose € o agucar maioritario, sendo
que o valor mais elevado se observou quando se utilizaram as condi¢des de 185°C, 25
minutos ¢ 2% de 4cido acético. Demonstra-se ainda que, tal como referido
anteriormente, a utilizacdo de condigdes mais severas no tratamento favorece a
solubilizacdo da xilose (agucar maioritario da frac¢do hemiceluldsica) na fracgdo
liquida. Quanto aos valores de pH verifica-se que, tal como seria de esperar, estes
diminuem com o aumento da temperatura e concentracdo de acido acético empregue.
Para evitar a formac¢ao de produtos inibidores ¢ importante manter o pH na gama
aproximada de 4-7, uma vez que estas condi¢des de pH minimizam a formacgdo de
monossacarideos e, consequentemente, a geracdo de compostos toxicos a partir destes

(Kohlmann et al., 1995; Mosier et al., 2005; Weil et al., 1997).
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Tabela 5.2 — Composi¢ao da frac¢o sélida apds o pré-tratamento

FRACCAO SOLIDA
Condicoes l’{e.cupe.rag:ﬁf) d? Celulose Hemicelulose Lenhina’iqsoll'lvel em

solidos insoluveis acido
Matéria-prima - 37.8 24.9 12.5
175°C 10" 4% 65.3 50.4 22.1 21.80
175°C 25' 1% 65.5 52.6 19.2 23.6
175°C 25' 2% 59.6 55.8 18.5 24.4
175°C 25'4% 62.6 55.0 13.7 24.5
185°C 10" 1% 60.6 56.6 16.0 28.0
185°C 10' 2% 5.70 58.4 15.0 25.6
185°C 10" 4% 58.4 53.8 13.7 24.1
185°C 25' 1% 54.9 59.9 11.2 27.2
185°C 25' 2% 57.1 57.5 8.3 26.8
185°C 25'4% 55.2 57.4 7.6 27.5
195°C 10" 1% 57.2 58.4 7.6 26.7
195°C 10' 2% 56.1 59.4 7.2 27.8
195°C 10' 4% 54.3 62.1 6.4 27.8

Tabela 5.3 — Valores de pH e composi¢do em agucares da frac¢ao liquida obtida apds o pré-tratamento

FRACCAO LIQUIDA
Condigdes pH Glucose Xilose Galactose Arabinose Manose
175°C 10' 4% 4.1 3.0 8.8 0.8 1.9 0.2
175°C 25' 1% 43 2.9 10.7 0.7 1.9 0.2
175°C 25' 2% 4.1 2.9 11.2 0.8 1.8 0.2
175°C 25' 4% 4.0 3.0 12.2 1.0 1.6 0.2
185°C 10" 1% 4.2 2.7 12.1 0.7 1.6 0.2
185°C 10" 2% 4.2 3.1 13.4 0.9 1.8 0.2
185°C 10' 4% 39 2.9 13.1 0.8 1.7 0.2
185°C 25' 1% 4.0 3.1 14.3 0.8 14 0.2
185°C 25' 2% 4.0 33 15.7 1.0 1.6 0.2
185°C 25' 4% 3.8 2.5 12.2 0.8 1.0 0.2
195°C 10" 1% 39 2.6 12.2 0.7 0.8 0.2
195°C 10' 2% 39 2.6 12.3 0.7 0.8 0.2
195°C 10" 4% 3.6 2.5 11.3 0.7 0.6 0.0

Durante a etapa de pré-tratamento originam-se uma série de produtos de degradacao,

potencialmente inibidores para etapas posteriores de hidrolise enzimatica e fermentacdo

(Pejo, 2010). A Tabela 5.4 mostra os valores dos compostos toxicos identificados na

fraccdo liquida resultante do pré-tratamento LHW. Verifica-se que, a medida que as

condi¢des do processo se tornam mais severas, aumenta também, de uma maneira geral,

a concentragdo dos compostos téxicos identificados, sendo que os resultados superiores

se obtém a 195°C, 10 minutos e 4% de acido acético. O acido acético foi o composto

maioritario, sendo o seu valor maximo de 7,00 g/L. Esta concentragdo elevada deve-se,
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ndo sb, a concentragdo de acido adicionado ao processo, mas também a hidrolise dos
grupos acetilo das hemiceluloses que se formam durante o pré-tratamento. O acido
férmico, proveniente da degradacdo a elevadas temperaturas do furfural e
hidroximetilfurfural (HMF), foi o composto detectado com segunda maior
concentragdo, correspondendo a valores entre 0,81 e 1,78 g/L. A concentragdo de
furfural ¢ HMF também aumenta a medida que se aumenta a temperatura, tempo e
concentragdo de acido. A concentragdo de furfural, proveniente da degradacdo das
pentoses (principalmente da xilose), variou entre 0,15 e 1,42 g/L. Os valores
apresentados para este composto apenas explicam em parte a degradacdo das pentoses,
uma vez que, por se tratar de um composto volatil, & possivel que ocorram perdas
durante o pré-tratamento (Allen et al., 2001; Laser et al., 2002). J4 o HMF, resultante da
degradagdo das hexoses, foi detectado em menor quantidade que o furfural (0,06-0,14
g/L) devido ao facto de, em biomassas herbaceas, a hemicelulose apresentar um teor

inferior de hexoses (Pejo, 2010).

Tabela 5.4 — Compostos toxicos da degradagdo de agucares (g/L)

COMPOSTOS TOXICOS
Condig¢oes Furfural HMF Acido acético Foérmico
175°C 10' 4% 0.15 0.06 5.80 0.85
175°C 25' 1% 0.22 0.07 2.54 0.83
175°C 25' 2% 0.28 0.08 3.25 0.87
175°C 25' 4% 0.37 0.10 5.54 1.13
185°C 10" 1% 0.32 0.07 2.81 0.81
185°C 10' 2% 0.31 0.07 2.81 0.91
185°C 10' 4% 0.35 0.08 5.96 1.19
185°C 25' 1% 0.66 0.12 3.33 1.31
185°C 25' 2% 0.98 0.12 4.69 1.55
185°C 25' 4% 1.05 0.14 6.48 1.51
195°C 10" 1% 0.95 0.13 3.29 1.63
195°C 10' 2% 0.95 0.11 4.15 1.65
195°C 10' 4% 1.42 0.14 7.00 1.78

A Figura 5.6 representa o efeito das condi¢des de pré-tratamento na recuperagcdo de
xilose, agucar maioritario da fraccdo hemicelulosica, tanto na frac¢do liquida como na
solida. Verifica-se que a recuperacdo total obtida para temperaturas mais suaves ¢é
superior estando em alguns casos muito proxima dos 100%. A 175°C, 25 minutos e 1%
acido acético, a recuperagao total ultrapassa mesmo os 100%, devido a eventuais erros

de medi¢do ocorridos durante o balango efectuado ao material pré-tratado. No entanto,
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para estas condigdes verifica-se que a recuperagdo no liquido ¢ inferior a 50%, pelo que
¢ necessario aumentar a temperatura até 185°C para se obterem recuperacdes superiores.
Para 195°C verifica-se que a xilose comeca a degradar-se. No que diz respeito a
influéncia da concentragdo de acido, verifica-se que a recuperacao de xilose no liquido
aumenta quando a concentragdo aumenta de 1 para 2% e diminui quando a mesma
aumenta para 4%. Para a temperatura de 195°C e tempo de 10 minutos ndo se verificam
efeitos significativos decorrentes do aumento da concentragdo de acido acético.

Em sintese, conclui-se que as condigdes para as quais se obtém recuperagdes de xilose
superiores correspondem aos ensaios realizados a 185°C e 2% de acido acético
utilizando tempos de 10 e 25 minutos. No entanto, para os ensaios posteriores de
hidrolise, escolheu-se o tempo de 10 minutos dado que quando se utiliza este tempo se

verifica a melhor combinagdo entre recuperagdo total e recuperacdo de xilose no

liquido.
Recuperacao de xilose
100%
90% 1 —— —— —
80% —f—F—F————F——
S
o 60%
UT
(53 B [igui
g 0% Liquido
§ 40% m Solido
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20%
10%
0%

Condigées

Figura 5.6 — Efeito das condigdes de pré-tratamento na recuperagdo da xilose

A Figura 5.7 mostra de forma similar a recupera¢do da glucose em func¢do das
condi¢cdes utilizadas no processo. Os resultados mostram que para todas as condigdes
utilizadas se verificou uma baixa solubilizagdo da glucose, obtendo-se uma recuperacao
no solido superior a 80% em todos os casos. Esta elevada recuperagao de glucose pode
dever-se também a presenca de amido, polissacarideo presente nos materiais herbaceos

e constituido por unidades de glucose. Os valores superiores de recuperagdo de glucose
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obtém-se para as condi¢des experimentais de 185°C e 10 minutos, elegendo-se para as
posteriores etapas de HE e SFS, tal como anteriormente, o substrato obtido a 185°C, 10

minutos e 2% de acido acético.

Recuperacao de glucose
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' B Liquido
&
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3 = Total

Q
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Figura 5.7 — Efeito das condi¢des de pré-tratamento na recuperagio de glucose

5.3. Hidrolise enzimatica

Com o objectivo de avaliar a eficacia do pré-tratamento realizaram-se ensaios de
hidrolise enzimatica, utilizando as frac¢des solidas obtidas nas diferentes condigoes. A
hidrélise enzimatica foi realizada a 50°C e pH 4,8 (solugdo tampao de citrato de sodio a
0.05 M) e uma concentragdo de substrato de 5% (m/V). As enzimas utilizadas foram a
Novozym® 50013 (celulase) e a Novozym® 50010 (B-glucosidase), com uma dose de
15 unidades de papel filtro/g substrato. A duragdo da hidrolise foi de 72h, sendo que de
24 em 24h se retiraram amostras para a analise de agucares por HPLC. As Figuras 5.8,

5.9 e 5.10 mostram os resultados obtidos para 24, 48 e 72 h, respectivamente.
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Figura 5.8 — Rendimento de hidrélise enzimatica a 24h
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Figura 5.9 — Rendimento de hidrélise enzimatica a 48h
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Figura 5.10 — Rendimento de hidrélise enzimatica a 72h

No que respeita a glucose verifica-se que ha um aumento do rendimento de hidrélise a
medida que se aumentam tanto o tempo como a temperatura do processo. Ja a
concentragdo de acido acético parece nao influenciar muito o rendimento de hidrélise
nas condi¢des mais suaves do processo, sendo que a medida que se aumenta a
temperatura se verifica uma maior influéncia nesta varidvel. Quanto a xilose verifica-se
uma tendéncia similar, sendo que a influéncia da concentracdo de acido acético é mais
evidente para temperaturas e tempos superiores. Apesar de ndo se terem realizado
experiéncias a 195°C e 25 minutos seria de esperar que, para estas condigdes, a
influéncia da concentracdo de acido acético fosse ainda mais perceptivel.

Da analise dos rendimentos para os trés tempos de colheita de amostra conclui-se ainda
que a actividade das enzimas ¢ superior nas primeiras 24 horas, uma vez que nao se
verificam grandes alteragdes nos rendimentos a partir desse periodo. No grafico relativo
as 48h verifica-se que, para 195°C e tempo de 10 minutos utilizando 2% &cido acético, o
rendimento de glucose ultrapassa os 100%, o que se pode dever ao facto da dilui¢do nao
ter sido realizada correctamente.

Para avaliar a eficacia do pré-tratamento calculou-se o rendimento global de agucares e
utilizou-se este pardmetro para seleccionar as condi¢cdes de pré-tratamento que
conduzem aos maiores rendimentos. Este parametro ¢ definido como a razdo entre os

acgucares produzidos tanto na etapa de pré-tratamento como na HE, e os agucares
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presentes na matéria-prima. A Figura 5.11 mostra os resultados dos rendimentos globais
de glucose e xilose. Constata-se que para condi¢des mais suaves de pré-tratamento o
rendimento global de xilose ¢ superior ao de glucose, invertendo-se esta situacdo a
medida que se aumenta a severidade do pré-tratamento. Isto verifica-se devido ao facto
da xilose comegar a solubilizar a uma temperatura intermédia, degradando-se nas

condicdes mais elevadas.
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Figura 5.11 — Rendimento global de hidrélise enzimatica

Com base nos estudos realizados conclui-se que os melhores rendimentos globais de
glucose, e que portanto facilitam a etapa seguinte onde sao utilizados microrganismos
capazes de a fermentar produzindo etanol, sdo obtidos para as condigdes 195°C, 10°, 2%
e 195°C, 10°, 4%, ndo existindo uma diferenca significativa entre ambas. No entanto,
elegeu-se, para a etapa de SFS posterior as condigdes que utilizam 2% de acido acético,

uma vez que ¢ a que apresenta maior rendimento de xilose.

5.4. Sacarificacio e fermentacio simultineas (SFS)

Ap0s a determinagdo da recuperacdo de aglcares e do rendimento global de hidrolise
enzimatica, elegeram-se as condi¢des onde foram obtidos os melhores resultados, ou
seja, 185°C, 10 minutos e 2% de acido acético e 195°C, 10 minutos e 2% de 4cido

acético, respectivamente, e realizaram-se ensaios de pré-tratamento LHW num reactor
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idéntico ao anterior mas com maior capacidade (2L), de modo a obter uma quantidade
suficiente de substrato para os ensaios posteriores de HE e SFS. Introduziram-se
inicialmente 100g de palha e 1L de 4gua e procedeu-se de forma idéntica a
anteriormente descrita antes e apos o pré-tratamento. Os ensaios foram realizados em
duplicado. No final do pré-tratamento juntaram-se os substratos obtidos nas duas
réplicas realizadas e analisou-se o produto final de acordo com as metodologias
descritas anteriormente. Os resultados obtidos para a frac¢do solida sdo apresentados na
Tabela 5.5. A andlise da fraccdo liquida ¢ mostrada na Tabela 5.6. Neste caso a analise

foi realizada para as duas réplicas em separado (designadas por (1) e (2)).

Tabela 5.5 — Composicao da frac¢do sdlida apds o pré-tratamento no reactor de 2L de capacidade

FRACCAO SOLIDA
Condig¢oes lrlezcupe.:racﬁf) d? Celulose Hemicelulose Lenhinariqsolﬁvel em
solidos insoluveis acido
Matéria-prima -—- 37.8 24.9 12.5
185°C 10" 2% 66.9 53.2 12.4 24.2
195°C 10" 2% 58.4 61.2 6.4 28.0

Tabela 5.6 — Valores de pH e composi¢do em aglicares da frac¢do liquida obtida apds o pré-tratamento

FRACCAO LIQUIDA
Condic¢oes pH Glucose Xilose Galactose Arabinose Manose
185°C 10' 2% (1) 4.0 29 14.3 0.8 1.4 0.0
185°C 10' 2% (2) 4.0 3.0 14.4 1.0 1.8 0.0
195°C 10' 2% (1) 3.8 24 9.6 0.7 0.6 0.0
195°C 10' 2% (2) 39 2.6 12.8 0.9 0.9 0.0

Com o objectivo de estudar quais as melhores condi¢des de HE a aplicar nos ensaios de
SFS, realizou-se um estudo prévio sobre a influéncia de diferentes concentragdes de
enzima (15 ou 20 UPF) e de substrato (5, 10 e 15% m/V) nos rendimentos de HE do
material pré-tratado obtido na actividade anterior.

Para este estudo foi utilizada uma mistura de enzimas com actividade celulase e
hemicelulase. Como celulase utilizou-se a enzima Cellic C (preparagao enzimatica com
actividade celulase e B-glucosidade) e como hemicelulase a Cellic H (enzima com
actividade principal endoxilanase). A hidrolise enzimatica foi levada a cabo a 50°C e pH

4.8 (solucdo tampao de citrato de s6dio 0.05M), durante 72h (Figura 5.13). Cada um dos
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ensaios foi realizado em duplicado. Os resultados obtidos ao fim de 72h estdo

representados nas Figuras 5.13 ¢ 5.14.

Figura 5.12 — Hidrolise enzimatica num aparelho Certomat®

A andlise das Figuras 5.13 e 5.14 permite concluir que se obteve um rendimento
superior para as hidrdlises realizadas com 20 UPF. Os baixos rendimentos obtidos para
as concentragdes de solidos de 10 e 15 % (m/V) podem ser justificados pelo facto de,
nas primeiras 48h, se terem verificado dificuldades de homogeneizagdo destas amostras,
dificuldade essa associada ao elevado teor de sélidos comparativamente com o volume
da solucdo tampao utilizada. Desta forma, o meio torna-se cada vez mais denso com o
aumento do teor de sélidos, dificultando a actividade das enzimas, o que se reflecte em
rendimentos de hidrolise inferiores.

Apesar dos maiores rendimentos de hidrdlise se terem verificado para uma carga de
solidos de 5% (m/V), os ensaios de SFS foram realizados com uma carga de sélidos de
10% (m/V). Independentemente da temperatura a que se realiza o processo, a
concentracdo de solidos deve ser tdo elevada quanto possivel para assegurar altas
concentragdes de aglicares no meio que permitam obter elevadas concentragdes finais de
etanol. Para além disso, nos processos de SFS ndo se acumulam produtos de hidrolise,
pelo que em principio se podem utilizar cargas de solidos superiores. No entanto, num
processo de SFS convencional a quantidade de substrato estd geralmente limitada a 10%
(m/V), devido a elevada viscosidade apresentada pela maioria dos materiais
lenhoceluldsicos que dificulta a fluidez dos meios no reactor (Rosgaard et al., 2007,
Varga et al, 2004).

Das Figuras 5.13 e 5.14 destaca-se, ainda, o aumento do rendimento da xilose

relativamente aos ensaios anteriores, realizados com as enzimas NS50010 e NS50013,
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uma vez que foram utilizadas as enzimas Cellic CTec e Cellic HTec e esta ultima

apresenta actividade hemicelulase, o que nao se verificava na mistura utilizada

anteriormente.
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Figura 5.13 — Rendimento de HE para uma carga de enzimas de 15 UPF
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Figura 5.14 — Rendimento de HE para uma carga de enzimas de 20 UPF
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O processo de SFS, em que a sacarificagdo e fermentagao da celulose tém lugar no
mesmo reactor, representa um dos mais importantes avancos relacionados com a
producdo de etanol a partir da biomassa lenhocelulésica (Pejo, 2010). A presenca no
mesmo reactor do microrganismo responsavel pela fermentacao e das enzimas utilizadas
na hidrolise evitam a acumulacdo de glucose e celobiose no meio, o que se traduz num
maior rendimento de hidrélise e maior produtividade de etanol.

Os ensaios de SFS foram realizados em matrazes tipo Erlenmeyer de 100 mL contendo
25 mL de meio. Tal como referido no inicio deste ponto, como meio de fermentagdo
utilizou-se a frac¢do solida do material pré-tratado, com uma carga de sélidos de 10%
(m/v), a qual se acrescentou uma solu¢ao de enzima de 20 UPF. Utilizou-se uma
mistura de enzimas com actividade celulase e hemicelulase, sendo as enzimas utilizadas
a Cellic C e Cellic H, respectivamente. Os microrganismos utilizado foi o
Saccharomyces cerevisiae, activado com 30g de glucose e sais de extracto de levedura,
sulfato de amonio ((NH4),SO4) e hidrogenofosfato de potassio (KH,PO4), durante 16h.
As amostras foram inoculadas com ImL do microrganismo e incubadas durante 72h, a
35°C e uma agitacdo de 150 rpm. Os ensaios foram realizados em duplicado. Retiraram-
se amostras a cada 24h e centrifugaram-se para eliminar o residuo insoltvel. Parte do
liquido resultante foi diluido (1/4) e analisado em cromatografia gasosa com detector
FID (Flame lonization Detector) para a determinagdo de etanol (Figura 5.15) e em

HPLC para a determinag@o dos aglicares resultantes.

Figura 5.15 — Cromatografo utilizado para a determinagdo de etanol

A levedura utilizada no processo de SFS foi a S. cerevisiae. Este microrganismo ¢ muito
utilizado nos processos de fermentagdo alcodlica devido a sua alta tolerancia ao etanol,
aos compostos toxicos produzidos durante o pré-tratamento e ao facto de conduzirem a

rendimentos préximos do maximo teoérico (0,51 g/g) (Pejo, 2010). O desempenho da S.
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cerevisiae esta representado na Figura 5.16. A Tabela 5.7 lista os valores, obtidos por
cromatografia para a glucose, xilose e etanol nas 72h do processo de SFS. Como se
pode observar houve uma rapida actuacdo da levedura logo nas primeiras 24h do
processo, uma vez que a glucose foi quase toda convertida durante esse periodo de
tempo. No entanto, para o primeiro ensaio a 185°C, 10 minutos e 2% acido acético
verifica-se que essa conversao ¢ mais lenta. Esta situagdo pode estar relacionada com
problemas de fluidez do meio que dificultam a ac¢cdo do microrganismo.

Como seria de esperar, devido a incapacidade da S. cerevisiae de fermentar a xilose, a
concentragdo deste agicar mantém-se praticamente constante ao longo das 72h do

Processo.

Tabela 5.7 — Valores obtidos durante o processo de SFS (g/L)

‘ Etanol Glucose Xilose
24h
185°C,10",2% (1) 8.05 5.73 3.79
185°C,10',2% (2) 10.85 0.98 3.67
195°C,10',2% (1) 14.93 0.93 2.68
195°C,10',2% (2) 15.01 0.93 2.72
48h
185°C,10',2% (1) 13.53 0.00 3.34
185°C,10',2% (2) 13.17 0.00 3.07
195°C,10',2% (1) 18.95 0.00 2.64
195°C,10',2% (2) 19.22 0.00 2.78
72h
185°C,10',2% (1) 13.86 0.00 3.88
185°C,10',2% (2) 14.21 0.00 3.73
195°C,10",2% (1) 21.23 0.00 2.52
195°C,10',2% (2) 21.29 0.00 2.58

A Figura 5.16 representa o desempenho da S. cerevisiae na conversdo da glucose em
etanol. Verifica-se que o aumento mais significativo da concentra¢do ocorreu nas
primeiras 24h, onde, para todas as condigdes, se obteve uma concentracao acima dos 8
g/L. Nas 48h de processo constata-se que ja nao ha glucose no meio, o que se reflecte
num aumento rdpido da concentracdo de etanol, para valores de aproximadamente 13
g/L para 185°C e 19 g/L para 195°C. No entanto, a concentra¢do maxima (21,26 g/L) foi
obtida apo6s 72h a 195°C, 10’ e 2%.
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Figura 5.16 — Desempenho da S. cerevisiae no processo de SFS

A Figura 5.17 representa os rendimentos do processo de SFS, obtidos para 24, 48 ¢ 72h.
Os baixos rendimentos obtidos nas primeiras 24h do processo, podem ser justificados
pela concentragdo de so6lidos utilizada (10% m/V), visto que na recolha das amostras se
verificou que estas estavam pouco homogéneas e apresentavam pouca fluidez. Uma
alternativa para contornar este problema passaria pela realizagao de uma etapa prévia de
pré-hidrolise, em que as enzimas ao hidrolisarem o substrato antes da inoculagdo das
leveduras tornariam o meio mais fluido e facil de manusear. No entanto, deve-se ter em
atencdo que a desactivagdo das celulases depende do tempo e da temperatura, pelo que,
em processos de SFS precedidos por pré-hidrolises onde as enzimas sdo submetidas a
elevadas temperaturas durante elevados periodos de tempo, podem ocorrer fenomenos
de desactivagdo enzimética (Ohgren et al., 2007; Tengbord et al., 2001).

A medida que o tempo de processo aumenta, verifica-se um incremento do rendimento,
sendo que o valor mais elevado (69,5%) se obtém para as 72h utilizando o substrato
pré-tratado a 195°C, 10’ e 2% de 4acido acético. Este facto corrobora o verificado
anteriormente, uma vez que estas condi¢des conduziram a um rendimento de hidrélise

enzimatica superior.
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Figura 5.17 — Rendimentos do processo de SFS
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS DE TRABALHO FUTURO

Tendo em conta as inimeras vantagens associadas a utilizacdo dos biocombustiveis
liquidos, varios paises a nivel mundial tém vindo a considerar indispensavel o incentivo
a sua producdo. No caso de Portugal, sdo varios os tipos de culturas que podem ser
utilizados para a produgdo de bioetanol, nomeadamente a biomassa de origem agricola e
florestal. A utilizacdo de biomassa de origem nacional contribui ainda para a diminui¢ao
da dependéncia energética de Portugal em relacdo ao exterior, contribuindo para uma

maior segurang¢a energética do nosso pais.

O presente trabalho consistiu na realizagdo de um estudo sobre a producao de etanol a
partir da palha de cevada. O procedimento experimental dividiu-se essencialmente em
trés etapas: (1) Determinagdo da composi¢ao da biomassa; (2) Pré-tratamento com agua
quente liquida (LHW) e 4cido acético e (3) Obtencdo de etanol a partir do residuo s6lido
insoluvel (RSI) pré-tratado, mediante o processo de Sacarificagdo e Fermentagdo

Simultaneas (SFS).

A cevada é um cereal tradicionalmente plantado em paises de clima temperado. E muito
utilizada para alimentagdo de animais, tanto sob a forma de ragdes, como por utilizagao
directa do grao. O grao da cevada é também muito utilizado na fabricacdo de bebidas,
na composi¢ao de farinhas para alimentagao infantil, na produ¢ao de medicamentos e na
formulagdo de produtos dietéticos.

A caracterizagdo da palha de cevada foi realizada de acordo com os métodos
recomendados pelo Laboratério Nacional de Energias Renovaveis dos EUA (NREL)
para a determinacdo dos componentes estruturais da biomassa lenhocelulésica. Pela
aplicacdo desses métodos verificou-se que a palha de cevada analisada contém celulose
(37,840,18%), hemicelulose (24,9+0.56%) e lenhina (13,7£0,51%) que somadas
constituem 76,4% do seu peso total. Adicionalmente apresentou um conteido em

extrativos de 10,5% e um teor de cinzas de 7,0+0.19%.

O pré-tratamento com agua quente liquida (LHW), com adi¢ao de acido acético, foi o
pré-tratamento escolhido para a realizagdo deste estudo. Foram realizados diversos

ensaios utilizando diferentes temperaturas (175, 185 e 195°C), tempos de tratamento (10
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e 25 minutos) e concentragdo de acido acético (1, 2 e 4 %). Este pré-tratamento revelou-
se um método efectivo alterando a estrutura da palha de cevada, facilitando a posterior
acessibilidade das enzimas na etapa de hidrolise enzimatica. Tal como seria de esperar,
o tratamento por LHW provocou uma solubilizag¢@o parcial da hemicelulose na frac¢do
liquida e uma concentracdo da celulose e da lenhina no residuo sélido insoluvel (RSI).
Verificou-se que a fraccdo liquida, obtida apos filtragdo do material pré-tratado, €
maioritariamente constituida por acucares solubilizados procedentes da frac¢do
hemicelulosica e produtos toxicos gerados durante o pré-tratamento. A xilose foi o
acucar obtido em maior quantidade, sendo que a aplicagdao de condi¢cdes mais severas no
processo de pré-tratamento favorece a sua solubilizacdo. A maior recuperacdo de
acucares, 61,72% de xilose no liquido e 91,71% de glucose no solido, verificou-se
quando se utilizaram as seguintes condigdes de pré-tratamento: temperatura del85°C,

tempo de 10 minutos e concentracdo de acido acético de 2%.

Para avaliar a eficacia do pré-tratamento, realizaram-se ensaios de hidrdlise enzimatica
(HE), utilizando as enzimas Novozym ® 50013 (celulase) e 50010 (B-glucosidase).
Conclui-se que, de uma forma geral, os rendimentos de HE aumentaram com o aumento
do tempo e da temperatura utilizados no pré-tratamento. A concentragdo de acido
acético utilizada revelou ter pouca influéncia no rendimento obtido. Nestes ensaios de
HE, realizados com o RSI, obtiveram-se rendimentos superiores a 80% para as
condi¢des mais severas de pré-tratamento, sendo que a melhor combinagdo para os
valores obtidos para a glucose e a xilose (91,8 e 67,5%, respectivamente), se verificou

para as condi¢des de 195°C, 10 minutos e 2% acido acético.

O processo de SFS utilizando a palha de cevada pré-tratada visando a produgao etanol
foi realizado para uma carga de enzimas e solidos de 20 UPF e 10% (m/V),
respectivamente. Estas condi¢des foram seleccionadas apos um estudo prévio de HE
com as enzimas Cellic CTec (preparacdo enzimdtica com actividade celulase e [-
glucosidade) e Cellic HTec (enzima com actividade principal endoxilanase). A
concentracdo mais elevada de etanol, 21,26 g/L, foi obtida com o substrato proveniente
do pré-tratamento realizado nas condigdes de 195°C, 10 minutos e 2% de acido acético.

O rendimento de etanol correspondente foi de 69,5%.

47



Durante a realizacdo deste trabalho experimental uma das principais dificuldades
correspondeu a etapa de SFS, decorrente da falta de fluidez das amostras que foi
principalmente notdria nas primeiras horas de processo e para cargas de solidos iguais
ou superiores a 10% (m/V). Uma forma possivel de contornar este problema consiste na
realizacdo de uma etapa de pré-hidrdlise, uma vez que a viscosidade dos materiais
lenhocelulosicos diminui com o aumento da actividade celuldsica devido a perda de
estrutura e a diminuicao da capacidade de reten¢do de dgua (Rosgaard et al., 2007). Esta
etapa consiste na realizagdo de uma hidrélise enzimatica, antes do processo de SFS,
onde as enzimas hidrolisam o substrato antes da inoculacao das leveduras. Esta hidrolise
enzimatica pode ser realizada a uma temperatura superior a da SFS, uma vez que ocorre
na auséncia de leveduras, o que aumenta a taxa de hidrolise enzimatica e,
consequentemente, a taxa de liquefac¢do do meio (JOrgensen et al., 2007). Esta maior
fluidez proporciona uma melhor agitacdo do meio, levando a uma distribuicdo mais
uniforme das enzimas e microrganismo e a um melhor controlo do pH e da temperatura.
Outra opgao para conseguir concentracdes superiores de sélidos no meio sem gerar
problemas de viscosidade excessiva consiste na utilizagdo de processos semi-continuos
(Rudolf et al., 2005; Varga et al., 2004). Nestes casos, a adi¢do do substrato ¢ efectuada
de forma gradual, o que implica uma hidrélise continua do material. As enzimas sdo
acrescentadas juntamente com o substrato, o que provoca uma diminuicdo da
viscosidade, favorecendo a homogeneizacdo do meio. Este processo representa uma
alternativa muito vidvel ao processo de SFS convencional, uma vez que melhora a

eficiéncia do processo, conduzindo a concentragdes de etanol superiores.

Face aos resultados obtidos e problemas identificados no decorrer da realizagdo do
presente trabalho, sugere-se como trabalho futuro o estudo do efeito da utilizagdo de
uma etapa de pré-hidrolise antecedendo o processo de SFS, assim como o estudo da

viabilidade de utilizagdo de processos semi-continuos nesta etapa.
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Al. Caracterizacio da palha de cevada

Neste anexo sdo apresentados os procedimentos e calculos realizados na caracterizacao

da palha de cevada, de acordo com os procedimentos do NREL.

1. Preparacido das amostras para determinacdo da composicio:

Moeram-se 50g de amostra a 2mm e fizeram-se passar por peneiros de 0,85 e 0,2 mm.
A fraccdo retida no peneiro de 0,85 mm, foi reprocessada e o processo repetido até que
nao houvesse biomassa nesse peneiro. A biomassa que se depositou no ultimo recipiente
constitui a fraccdo de finos (tamanho inferior a 0,2 mm), enquanto que a restante ¢
referente a fracgdo de grossos (tamanho compreendido entre 0,85 e 0,2 mm). A

percentagem de ambas as fracgdes ¢ calculada através das seguintes expressoes:

P TOSSOS
% Grossos = ——2% %100

grossos + finos

P
% Finos= ﬁ—“l"; x100
J’_

finos 2rossos

A fracgdo de grossos foi conservada para determinagdo da composicao, enquanto que a
de finos foi utilizada para a determinagdo do teor de cinzas. Os valores obtidos na
composi¢ao quando corrigidos pelo conteido de cinzas, reportam-se a biomassa

completa.

2. Determinacdo dos extractivos:

Para a determinagdo dos extractivos procedeu-se a extrac¢do com agua e etanol
utilizando um extractor automatico. Tal procedimento consiste em colocar as células de
extraccdo contendo 1 g de amostra , previamente preparadas com filtros de vidro de
tamanho adequado no fundo. O extractor automatico utilizado foi o ASE Del Dionex,

com 0s seguintes parametros:

e Pressdo: 1500 Psi
e Temperatura: 100 °C
e Tempo de pré-aquecimento: 0

e Tempo de aquecimento: 5 minutos
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e Tempo estatico: 7 minutos
e Volume de lavagem: 150%

e C(Ciclos estaticos: 3

Foram realizadas duas extrac¢des com agua e uma com etanol. Ao volume de dgua
obtido no total (resultante das duas extrac¢des) retiraram-se 25 mL para a hidrdlise com
acido sulfurico (durante 30 minutos, a 121°C) e 5 mL para analise em HPLC. O restante
volume foi colocado num evaporador rotativo equipado com um banho a 40°C e um
sistema de vacuo. Uma vez evaporada toda a dgua, colocou-se o baldo na estufa a
105°C, durante 24h, e pesou-se. O etanol do extracto alcodlico foi evaporado da mesma

forma. A percentagem de extractivos ¢ calculada através da seguinte expressao:

P

. Pp. .. —P
%EXtraCthOS — baldo+residuo baldo Xl OO

pesoal05°C

Praizo — peso inicial do baldo volumétrico;
Phatio+residuo — peso do baldo com o residuo que permanece apos evaporagao;

Tseco a 105°c — teor de massa seca da amostra (1 — Fraccao de humidade).

3. Determinacdo dos componentes estruturais € ndo-estruturais:

Para medir os componentes estruturais e ndo-estruturais da palha de cevada foi
necessdria uma preparagdo prévia das amostras para a andlise e hidrolise. Essa
preparagdo consistiu na pesagem de 0,3g de amostra livre de extractivos, a qual se
adicionaram 3 mL de H,SO4 a 72% e se levou a um banho a 30°C, durante 1 hora.
Posteriormente, transferiram-se os hidrolisados para um frasco e juntaram-se 84 mL de

agua destilada a cada um deles. Colocaram-se, entdo, os frascos numa autoclave durante

1 hora, a 121°C.

Paralelamente a este procedimento, prepararam-se uma série de standards de
recuperagdo de agucares (SRS), que se levaram a hidrolisar juntamente com as amostras
e que foram posteriormente utilizados para corrigir as perdas provocadas pela destrui¢ao
de actcares durante a hidrélise com 4acido diluido. Os agucares utilizados foram a

glicose, xilose e galactose, pesando-se 0,3 g de cada um deles e adicionando-lhes 84 mL
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de agua e 3mL de acido sulftrico a 72%. Apo6s a hidrolise acida procedeu-se a filtragao

das amostras, com filtros de nylon.

3.1.Determinacio da lenhina insolivel em 4cido:

Para a determinacao da lenhina insoluvel em acido utilizou-se a frac¢ao sélida resultante
da filtragdo da amostra hidrolizada de acordo com o procedimento descrito no ponto
anterior. Depositou-se o filtro juntamente com a amostra em cadinhos de porcelana,
previamente secos numa mufla a 575°C durante 4 horas, numa estufa, a 105°C, até peso
constante. Anotou-se o peso do conjunto retirado da estufa para os calculos da lenhina
insoluvel em acido e colocou-se seguidamente numa mufla a 575°C, durante 4 horas.
Pesou-se novamente para a determinagdo das cinzas insoluveis em acido. A lenhina

insoluvel em 4cido (LIA) ¢ calculada através da seguinte expressao:

% LIA — Presiduo,lOS“C - Pcinzas,S75“C XlOO

amostra XTsec 0al05°C

Onde:

Presiduo, 105°c — peso do filtro e do residuo sélido, apds secagem a 105°C;
Peinzas, s75°c — peso das cinzas obtidas, apds oxidacao a seco a 575°C;
Pamostra — pe€so inicial da amostra

Tseco a 105°c — teor de massa seca da amostra (1 — Fracgdo de humidade)

3.2.Determinacdo da lenhina soluvel em acido:

A lenhina solivel em acido determinou-se por espectroscopia UV-VIS, a um
comprimento de onda de 205 nm. A determinacdo da lenhina solavel em acido (LSA) ¢
dada pela seguinte expressao:

AxV; xF,

%LSA = x100

exP

amostra X secoal05°C

Onde,
A — absorbancia da amostra a um comprimento de onda de 205 nm.
V¢ — Volume de filtrado

Fq — factor de diluigdo
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¢ - coeficiente de absortividade molar da biomassa para o comprimento de onda de 205
nm
Pamostra — pe€so inicial da amostra

Tseco a 105°c — teor de massa seca da amostra (1 — Frac¢ao humidade)

A lenhina total é calculada através da soma da lenhina soluvel e insoltvel em acido.

3.3.Determinacdo dos grupos acetilo:

Os grupos alifaticos presentes nos materiais herbaceos sao fundamentalmente grupos
acetilo que se podem combinar, como grupos O-acilo, com os polissacarideos. Para a
sua separacao ¢ necessario a realizagdo de uma hidrolise acida. O acido acético obtido
da separagdo dos grupos O-acilo ¢ quantificado por HPLC (através de uma amostra da
parte liquida obtida da filtragdo referida no ponto “Determinacdo dos componentes

estruturais e ndo-estruturais’)

3.4 .Determinacao do teor de cinzas:

Para determinacao do teor de cinzas totais na biomassa, submete-se uma amostra de 0,5
g de matéria-prima ja extraida a uma oxidagao a seco, levando-a, durante 8 horas, a uma
mufla a 575°C. Apds este periodo de tempo procede-se ao seu arrefecimento de forma
lenta e pesa-se. O teor de cinzas totais ¢ dado por:

P.
. . 575°C
% Cinzastotais = ——=2~ x100

secoal05°C

Peinzas, s75°c — peso das cinzas obtidas, apds oxidacao a seco a 575°C;

Tseco a 105°c — teor de massa seca da amostra (1 — Fraccdo humidade).

Para a determinacdo das cinzas correspondente a frac¢do de grossos e finos, procedeu-se

de forma idéntica.
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A2. Pré-tratamento LHW com acido acético

Foram realizados 13 ensaios utilizando trés temperaturas (175, 185 e 195°C), dois
tempos (10 e 25 minutos) e trés concentracdes de acido acético (1, 2 e 4%). A Tabela

A2.1 mostra as condigdes utilizadas para todos os ensaios realizados.

Tabela A2.1 — Ensaios realizados no reactor LHW

Temperatura (°C) | Tempo (min) Acidlo acético (%, m/m)
(g 4cido/100 g palha)
175 10 4
175 25 1
175 25 2
175 25 4
185 10 1
185 10 2
185 10 4
185 25 1
185 25 2
185 25 4
195 10 1
195 10 2
195 10 4

Cada reacgdo utilizou 35 g de palha e adicionou-se um volume de SmL da solugdo de
acido. Para cada concentragao de acido foi preparada uma soluciao de 50 mL de forma a
manter a uniformidade da concentragdo em todos os ensaios. Tomando como referéncia

a concentracao de 1% de acido acético:

1. Célculo da quantidade necessaria de dcido acético para cada ensaio:

lg acido

—=——— x35¢g palha =0.35gacido
100g palha &P g

2. Calculo da quantidade de acido necessaria para preparar os 50 mL de solucdo tendo

por base que os 5 mL devem conter a quantidade desejada de acido (0.35¢):

0.35gacido

—x50mL solu¢do =3.5g acido
S5mLsolucao

3. Calculo do volume de acido correspondente a 3.5 g (p=1.05 kg/L):

lkg " 1L
1000g 1.05kg

3.5gécido x =0.0033L = 3.3mL acidoacético
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Em sintese para a preparagdo dos 50 mL da solugdo pretendida (1% de acido acético)
mediram-se 3.3 mL do 4cido para um baldo de 50 mL e perfez-se com agua. Para a
preparacdo das outras concentragdes seguiu-se uma metodologia semelhante. Para a

solucdo de 2% e 4% utilizou-se um volume de 6.6 e 13.3 mL, respectivamente.
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A3. Ensaios de HE (diferentes cargas de sélidos e enzimas)

Os ensaios de HE foram efectuados com diferentes cargas de so6lidos (5, 10 e 15%) e de
enzimas (15 e 20 UPF). Os ensaios foram realizados com os produtos dos ensaios de
LHW 2L, 185°C, 10°, 2% e 195°C, 10°, 2%. O total de ensaios para cada produto LHW
foi de 6, uma vez que foram efectuadas 2 réplicas de cada ensaio, o total de matrazes

preparados foi de 12.

Para a preparacdo dos ensaios seguiu-se a seguinte metodologia e foram realizados os

seguintes calculos:

1. Residuo solido insoluvel (RSI) das amostras:

v 185°C, 10’, 2%: Humidade=77.09% = Peso sec0=22.91%
v 195°C, 10’, 2%: Humidade=76.39% = Peso seco=23.61%

2. Céalculo do residuo sélido em base humida (X):

v 5%: 1g RSI seco/19 mL
v 10%: 2g RSI seco/18 mL
v 15%: 3g RSI seco/17 mL

185°C, 107, 2%:

100 g — 22.91 g RSI seco

X —1gRSI X=4.36g
— 2 g RSI X=28.73g
— 3 g RSI X=13.1g

195°C, 107, 2%:

100 g — 23.61 g RSI seco
X —1gRSI X=4.24¢g
— 2 g RSI X=8.47¢g
— 3 g RSI X=12.7¢g

3. Preparacdo da solucdo de enzima:

As solugdes de enzima foram preparadas para cada uma das concentragdes de solidos e
enzimas, de modo a conseguir homogeneidade em todos os matrazes preparados
evitando acumulacdo de erros de medi¢do. A solucdo de enzima foi preparada de forma

a ser suficiente para 5 matrazes e prevendo que podem haver perdas durante a
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preparacao dos mesmos. Pretende-se que os resultados sejam expressos em unidades de
papel de filtro por g de glucose, pelo que se deve ter em conta a quantidade de celulose
presente no substrato pré-tratado. As concentragdes de celulose a 185°C e 195°C sao,
respectivamente, 53.208 e 61.166g/100g de matéria-prima. Admite-se, assim, que a
quantidade de celulose nos dois substratos ¢ de 0.6g tendo por base 1g de matéria-prima
(RSI), uma vez que nao produz grande influéncia nos resultados finais e facilita os
calculos e a preparacao dos matrazes.

Tomando como exemplo solug¢do de enzima 1 (15UPF e 5%):

Smatrazesx1g RSIx 0.6 gglucosex15UPF =45 UPV
gglucose

Como se pretende realizar uma mistura de enzimas contendo a Cellic CTec e Cellic
HTec, é necessario estabelecer uma relagao entre elas. Assim, utilizou-se 90% de Cellic
CTec e 10% de Cellic HTec, expresso em proteinas, o que se traduz numa proporcao de

64 UPF de Cellic CTec para 36 UPF de Cellic HTec.

Cellic CTec : ﬁx 45UPF =0.363mL
124 UPF

Cellic HTec: 2203 ML | 36 1pF = 0.204mL
64 UPF

Tal como referido anteriormente, a solu¢do de enzima foi preparada de forma a ser
suficiente para preparar 5 matrazes sendo que a cada um deles se acrescenta 5 mL da
mesma, o que dd um total necessario de 25 mL. A quantidade de tampao que se deve
acrescentar a cada um dos matrazes ¢ entdo calculada pela diferenga entre o volume

final de solucdo de enzima a preparar e o volume de enzimas:

Solugdo tampao =25-0.323-0.204 =24.4mL

Para a preparacdo das restantes solucdes de enzima procedeu-se de forma analoga. Os

valores obtidos estdo representados na tabela A3.1.
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Tabela A3.1 — Preparagdo das solugdes de enzima

Solucio de enzima Cellic C (mL) Cellic H (mL) Soluciio tampéo (mL)
1 (15UPF, 5%) 0.363 0.204 244
2 (15UPF, 10%) 0.726 0.408 239
3 (15UPF, 15%) 1.089 0.613 233
4 (20UPF, 5%) 0.484 0.272 242
5 (20UPF, 10%) 0.968 0.544 23.5
6 (20UPF, 15%) 1.452 0.816 22.7

4. Preparacdo dos matrazes para a HE:

A preparacao dos matrazes para HE foi efectuada pesando a quantidade de substrato

respectiva a cada uma das condi¢cdes e acrescentando SmL da solugdo de enzima

correspondente a carga de solidos e enzima desejada. Por fim a quantidade de solugdo

tampao necessaria para completar o volume correspondente a cada uma da carga de

solidos utilizada foi adicionada. Por exemplo, para 185°C, 10°, 2% acético e uma carga

de solidos de 5% (1g RSI seco /19 mL):

Solugdotampdo =19 -5-3.36" =10.6mL

"Valor de RSI presente no liquido (para uma carga de sélidos de 5% tem-se 1g de RSI seco)

A tabela A3.2 representa as quantidades de substrato, solugdo de enzima e solucao

tampao necessarias para a preparagdo dos matrazes para os diferentes ensaios de HE. A

quantidade de solucdo de enzima ¢ igual para todas as condic¢des, variando apenas a

solugdo de enzima adicionada.

Tabela A3.2 — Preparagdo dos matrazes para os ensaios de HE

Soluciio de enzima

Condigodes Amostra Quantidade de RSI (g) (mL) Solucio tampéo (mL)
185°C, 10°,2% 1

(5% p/v) 2 4.36 5 10.6
195°C, 10°, 2% 3

(5% p/v) 4 4.24 5 10.7
185°C, 107, 2% 5

(10% p/v) 6 8.73 5 6.27
195°C, 107, 2% 7

(10% p/v) 8 8.47 5 6.53
185°C, 107,2% 9

(15% p/v) 10 13.1 5 1.90
195°C, 10°,2% 11

(15% p/v) 12 12.7 5 2.92
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5. Célculo do rendimento de HE:

O rendimento de glucose resultante de um processo de HE ¢ dado por:

_ glucose produzida <100

glucose potencial

Considerando a experiéncia a 185°C, 107, 2% de acido acético e uma carga de solidos e
de enzima de 5% (m/v) e 15 UPF, respectivamente, a glucose produzida e potencial ¢

calculada de acordo com o seguinte procedimento:
v Glucose (residuo solido obtido do pré-tratamento)= 58.529 %

529g¢gl '
>8.529gglucose x1gRSIseco =0.585gglucosepotencial

100 g matéria — prima

v" Glucose resultante da HE=23.278 g/L

23.2 .
23278¢ x19mL = 0.442 g glu cos e produzida
1000mL

Entao,

0422
0.585

x100=75.6%

Para o calculo do rendimento em xilose procede-se da mesma forma. Os resultados

obtidos para o tempo de 72h estdo representados nas A3.3 a A3.6.

Tabela A3.3 — Resultados da HE com 15 UPF — rendimento em glucose

Condi¢des Glucose Gluc0§e Gluc0§e Rendimento Média
potencial produzida

185°C, 107, 2% (5% p/v) 23.278 0.585 0.442 75.6% 75.8%
185°C, 10", 2% (5% p/v) 23.427 0.585 0.445 76.1% o
195°C, 107, 2% (5% p/v) 24.065 0.612 0.457 74.8% 2479,
195°C, 107, 2% (5% p/v) 24.040 0.612 0.457 74.7% o
185°C, 107, 2% (10% p/v) 40.371 1.171 0.727 62.1% 64.1%
185°C, 107, 2% (10% p/v) 42.974 1.171 0.774 66.1% o
195°C, 10", 2% (10% p/v) 36.475 1.223 0.657 53.7% 3.1%
195°C, 10", 2% (10% p/v) 35.650 1.223 0.642 52.5% o
185°C, 107, 2% (15% p/v) 50.609 1.756 0.860 49.0% 48.6%
185°C, 107, 2% (15% p/v) 49.860 1.756 0.848 48.3% o
195°C, 107, 2% (15% p/v) 46.642 1.835 0.793 43.2% 12.8%
195°C, 10", 2% (15% p/v) 45.821 1.835 0.779 42.5% o
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Tabela A3.4 — Resultados da HE com 15 UPF — rendimento em xilose

Xilose

Xilose

Condicdes Xilose potencial produzida Rendimento Média
185°C, 107, 2% (5% p/v) 5.256 0.585 0.100 17.1% 171%
185°C, 10", 2% (5% p/v) 5.280 0.585 0.100 17.1%
195°C, 10", 2% (5% p/v) 3.299 0.612 0.063 10.2% 10.1%
195°C, 107, 2% (5% p/v) 3.224 0.612 0.061 10.0%
185°C, 107, 2% (10% p/v) 9.140 1.171 0.174 14.8% 15.2%
185°C, 107, 2% (10% p/v) 9.533 1.171 0.181 15.5%
195°C, 10", 2% (10% p/v) 5.164 1.223 0.098 8.0% 79%
195°C, 10", 2% (10% p/v) 5.015 1.223 0.095 7.8%
185°C, 10°, 2% (15% p/v) 13.006 1.756 0.247 14.1% 141%
185°C, 107, 2% (15% p/v) 13.036 1.756 0.248 14.1%
195°C, 107, 2% (15% p/v) 6.562 1.835 0.125 6.8% 6.8%
195°C, 10", 2% (15% p/v) 6.492 1.835 0.123 6.7%
Tabela A3.5 — Resultados da HE com 20 UPF — rendimento em glucose
Condicdes Glucose p((;)il(:lcl(;::l pg)l(lillcl(z)isga Rendimento Média
185°C, 10", 2% (5% p/v) 25.285 0.585 0.480 82.1% $3.8%
185°C, 10", 2% (5% p/v) 26.361 0.585 0.501 85.6%
195°C, 107, 2% (5% p/v) 27.471 0.612 0.522 85.4% 95.1%
195°C, 10", 2% (5% p/v) 27.319 0.612 0.519 84.9%
185°C, 10", 2% (10% p/v) 42.793 1.171 0.770 65.8% 67.2%
185°C, 107, 2% (10% p/v) 44.556 1.171 0.802 68.5%
195°C, 107, 2% (10% p/v) 40.090 1.223 0.722 59.0% 59.6%
195°C, 107, 2% (10% p/v) 40.950 1.223 0.737 60.3%
185°C, 10", 2% (15% p/v) 46.184 1.756 0.785 44.7% 1.6%
185°C, 10°, 2% (15% p/v) 41914 1.756 0.713 40.6%
195°C, 107, 2% (15% p/v) 42.447 1.835 0.722 39.3% 42.0%
195°C, 107, 2% (15% p/v) 48.191 1.835 0.819 44.6%
Tabela A3.6 — Resultados da HE com 20 UPF — rendimento em xilose
Condicdes Xilose p(ziiell(::ieal pr)o((iill(l);ieda Rendimento Média
185°C, 10", 2% (5% p/v) 5.509 0.585 0.105 17.9% 18.5%
185°C, 107, 2% (5% p/v) 5.861 0.585 0.111 19.0%
195°C, 107, 2% (5% p/v) 3.627 0.612 0.069 11.3% 113%
195°C, 10", 2% (5% p/v) 3.678 0.612 0.070 11.4%
185°C, 10", 2% (10% p/v) 9.610 1.171 0.183 15.6% 15.7%
185°C, 107, 2% (10% p/v) 9.693 1.171 0.184 15.7%
195°C, 107, 2% (10% p/v) 5.650 1.223 0.107 8.8% 8.6%
195°C, 10", 2% (10% p/v) 5.405 1.223 0.103 8.4%
185°C, 10", 2% (15% p/v) 12.346 1.756 0.235 13.4% 13.1%
185°C, 10°, 2% (15% p/v) 11.814 1.756 0.224 12.8%
195°C, 107, 2% (15% p/v) 6.071 1.835 0.115 6.3% 6.5%
195°C, 107, 2% (15% p/v) 6.524 1.835 0.124 6.8%
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A4. Rendimento global da HE

Para se obter uma visdo global da HE, realizada apds todos os ensaios de pré-
tratamento, calculou-se o rendimento global do processo (Overall Yield) para a glucose
e xilose. De seguida apresenta-se um exemplo de calculo do rendimento de glucose para
o ensaio realizado a 175°C, 10°, 4%.

O rendimento de hidrélise enzimatica ¢ 52.9%. Se em 100g de matéria-prima pré-
tratada se obtém 55.387g de glucose, calcula-se entdo o valor correspondente ao

rendimento obtido:

55.387gglucose

: x52.9=29.3 gglucose
100g mat — primapré — tratada

Este valor corresponde a glucose obtida apos a HE por 100 g de matéria-prima pré-
tratada, sendo necessario calcular o valor de glucose correspondente para o residuo

solido insoluvel obtido apos pré-tratamento (65.28 g):

29.3gglucose

: x65.28gdeRSI=19.1gglucose
100g mat — primapré — tratada

A matéria-prima inicial € constituida por 41.6% de glucose. As frac¢des solida e liquida
do material pré-tratado apds a HE sdo constituidas por 19.1 e 2.97 g de glucose (ver
tabela 5.3), respectivamente, o que da um total de 22.1% de glucose.

Assim, o rendimento global (ng) ¢ dado por:

22.1
_ 100 = 53%
o =416 °

Para a xilose o procedimento de célculo ¢ o mesmo. Os rendimentos globais para as
restantes condig¢des sdo calculados da mesma forma e estdo representados na tabela

A4.1.
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Tabela A4.1 — Resultados da HE com 20 UPF — rendimentos globais em glucose e xilose

Condic¢des Ne Mx
175°C 10' 4% 53.1% 67.1%
175°C 25' 1% 65.2% 78.7%
175°C 25' 2% 66.7% 77.4%
175°C 25' 4% 65.7% 75.3%
185°C 10' 1% 73.3% 82.7%
185°C 10' 2% 68.9% 82.2%
185°C 10' 4% 62.7% 79.8%
185°C 25' 1% 79.8% 81.3%
185°C 25' 2% 84.5% 85.9%
185°C 25' 4% 80.6% 66.8%
195°C 10" 1% 73.3% 65.7%
195°C 10' 2% 91.8% 67.5%
195°C 10' 4% 93.2% 61.7%
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AS. Preparacdo dos matrazes para os ensaios de SFS

A preparacdo dos matrazes para os ensaios de SFS realizou-se de forma idéntica a
descrita anteriormente para os ensaios de HE, sendo que a tunica diferenca reside na
adi¢do do microrganismo responsavel pela fermentagdo, S. cerevisiae, ¢ de sais de
extracto de levedura (0.05g), (NH4)2SO4 (0.05g) e KH,PO4(0.025g). Os ensaios de SFS
realizaram-se com uma concentragdo de enzimas e de sélidos de 20UPF e 10% (m/V),
respectivamente. Assim sendo retirou-se ImL de solu¢do tampao e adicionou-se a

mesma quantidade de microrganismo a todos os matrazes (Tabela A4.1).

Tabela A4.1 — Preparagdo dos matrazes para os ensaios de SFS

Inéculo do
Quantidade de Solucio de Soluciio tampao
Condicdes microrganismo
substrato (g) enzima (mL) (mL)
(mL)
185°C, 10°, 2% 8.73 5 5.27 1
195°C, 107, 2% 8.47 5 5.53 1

1. Calculo do rendimento de SFS:

Os rendimentos do processo de SFS sdo calculados pela razdo entre o valor de etanol
obtido do processo e o valor maximo de etanol que se poderia obter, tendo em conta a
glucose potencial obtida do pré-tratamento (60 g/L) e o valor maximo teodrico (0.51 g/g).

O procedimento de calculo ¢ representado de seguida.

Valor méximode etanol=Valormaximoteoricox Glucose potencialapds pré—tratamento

Valor maximo de etanol =0.51x 60=30.60 %

Assim o rendimento, para 185°C-10°-2%, ¢ dado por:

n=-40 100=27.6%
30.60

Os restantes rendimentos sdo apresentados na Tabela A4.2.
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Tabela A4.2 — Rendimentos obtidos para 24, 48 e 72h do processo de SFS

Rendimento 24h 48h 72h
185°C,10',2% 30.9% 43.6% 45.9%
195°C,10',2% 48.9% 62.4% 69.5%
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