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RESUMO

Com o elevado crescimento populacional aumentou o consumo de combustiveis fosseis e
com estes a producdo de CO,. Na tentativa de reduzir estas emissdes é imprescindivel enveredar
pelo uso de combustiveis alternativos, como o bioetanol. Este é o biocombustivel mais utilizado no
setor dos transportes e pode ser produzido a partir de residuos de biomassa lenhoceluldsica, tirando
partido da sua abundancia e do seu baixo custo. No presente trabalho utilizou-se uma matéria-prima
abundante na zona do Baixo Mondego, a palha de arroz (PA), para a producdo de bioetanol. A
producdo de bioetanol a partir de material lenhocelul6sico € constituida por quatro etapas: o pré-
tratamento, a hidrélise dos hidratos de carbono a acucares simples, a fermentagdo dos actcares em
etanol e a sua purificacdo. Para este fim foi estudado o pré-tratamento alcalino, tendo sido realizados
diversos ensaios em que se analisou a influéncia da concentracdo de NaOH, da temperatura, do
tempo e ainda do pré-tratamento prévio com HCI. Nos ensaios de pré-tratamento cujas condi¢des
operatdrias levaram a obtencdo de melhores resultados de redugdo do teor de lenhina e de hidrdlise
enzimatica (121°C, 2 horas e 120 e 150 mg(naon)/d(pa)) foram sujeitos a um aumento de escala. Para
isso, foi utilizada uma autoclave de maiores dimensdes e o pré-tratamento foi realizado em frascos
de 1 L em vez de 250 mL. Ap0s caraterizacdo do material sélido obtido, verificou-se que se obteve
uma percentagem de deslenhificagcdo de 87.8 e 90.4% nos ensaios realizado com 120 e com 150
mgnaon)/gea), respetivamente. Procedeu-se depois a hidrdlise enzimatica da biomassa com o
complexo enzimético Cellic CTec2. Foram realizados ensaios de hidrdlise enzimética em regime
descontinuo e semi-descontinuo durante 72 horas, tendo-se concluido que estes ndo eram viaveis
para a carga de hidratos de carbono estabelecida. Em alternativa foram realizados ensaios de SSF
(Simultaneous Saccharification & Fermentation) em regime semi-descontinuo, onde se utilizou o
mesmo complexo enzimatico e a levedura S. cerevisiae ATCC 26602. Nestes obteve-se uma
producéo de etanol de 30.9 e 42.1 g/L, com uma produtividade de 0.64 e 0.38 g/(L h) e rendimento
de conversdo glucose-etanol de 69.3 e 95.3%, usando no pré-tratamento 120 e 150 mg(naoH)/drA),
respetivamente. Realizou-se ainda um ensaio de SSF com um meio nutricional alternativo sintético
em que se obteve uma concentracdo maxima de etanol de 33.3 g/L, uma produtividade de 0.46 g/(L
h) e um rendimento de 70.4%. Concluindo, foram alcangados os objetivos inicialmente propostos
para o presente trabalho, tendo-se obtido uma producdo de etanol satisfatoria com os pre-

tratamentos usados com a palha de arroz numa primeira fase de testes.

Palavras-chave: biomassa lenhocelulésica, pré-tratamento, NaOH, bioetanol, SSF, S.

cerevisiae.






ABSTRACT

With the high population growth, the consumption of fossil fuels has increased and
consequently the production of CO». In an attempt to reduce these emissions, it is essential to
look for alternative fuels, such as bioethanol. This is the most used biofuel in the transport
sector and can be produced from lignocellulosic biomass waste, due to its abundance and its
low cost. In the present work an abundant raw material from Baixo Mondego zone was used,
rice straw (RS), for the production of bioethanol. The production of bioethanol from
lignocellulosic material consists of four stages: pre-treatment, hydrolysis of carbohydrates to
simple sugars, fermentation of sugars in ethanol and its purification. For this purpose, the
alkaline pre-treatment was studied, and several tests were carried out in order to evaluate the
influence of NaOH concentration, temperature, time and previous pre-treatment with HCI.
Pretreatment trials leading to the highest lignin reduction and enzyme hydrolysis (121°C, 2
hours and 120 and 150 mgnaon)/drs)) Were scaled up. In this case, a larger autoclave was used
and pretreatment was carried out in 1 L flasks instead of 250 mL. After the characterization of
the obtained solid material, it was found that a delignification percentage of 87.8 and 90.4%
was obtained in the assays performed with 120 and 150 mgaoH)/drs), respectively. The
enzymatic hydrolysis of the biomass was then performed with the Cellic CTec2 enzyme
complex. Enzymatic hydrolysis assays were performed in a batch and semi-batch regime for
72 hours, and it was concluded that these were not viable for the established carbohydrate
quantity. Alternatively, SSF assays were performed in a semi-discontinuous regime, where the
same enzyme complex and the yeast S. cerevisiae ATCC 26602 were used. Using the pre-
treated samples produced with 120 and 150 mgnaoH)/grs), @ concentration of 30.9 and 42.1 g/L
of ethanol was obtained, with a productivity of 0.64 and 0.38 g/(L h) and a glucose-ethanol
conversion efficiency of 69.3 and 95.3%, respectively. An SSF test was also performed with a
synthetic alternative nutrient medium in which was a maximum ethanol concentration 33.3 g/L
was obtained, as well as a productivity of 0.46 g/(Lh) and a conversion efficiency of 70.4%. In
conclusion, the objectives initially proposed for the present work were reached and a
satisfactory ethanol production was obtained with this preliminary approach used to pre-treat

the rice straw.

Keywords: lignocellulosic biomass, pre-treatment, NaOH, bioethanol, SSF, S.

cerevisiae.






INDICE

TS 0 T SR i
N 01 - Tod SO SSSOSSSPSN ii
INAICE U8 TADRIAS ..........ceveeeeeceee ettt ettt vii
INAICE B FIGUIBS .....coovecvieiceciece ettt iX
NOMEBNCIATUIA ...ttt et b et e e st e sbeesteeneesneenee e Xi
Lo INEFOQUGED. ...ttt bbb 1
1.1 AMDIt0 € MOTIVAGAD .....oovevveveiciceceeeeeeee et 1
1.2 ODJELIVOS. ..ottt 3
1.3 OrganizaGio da diSSEITAGAD ..........ccorereriiririeieiee e 4
2. ReVisa0 DIDHOGIAFICA.........cccveiiiecece e 5
2.1 Valorizacdo de residuos agricolas ...........cccovveieeiiiiie i 5
2.2 Composicao e estrutura da biomassa lenhoceluldsica............cccoveveiveveiicinennn, 6
2.2.1  CEIUIOSE ..ot e 7
2.2.2  HEMICEIUIOSES ....c.veeiieeceee ettt re e 8
2.2.3  LENNINA.....ciiiiee et ne s 9
2.2.4  EXIrataVeiS € CINZAS ......cveveriesiesiesie e seeeeie e see e e se e e saeste e sneanaens 11
2.2.5  PalNade Arr0zZ.......c.cooveiiiieiiee et 12

2.3 Producdo de bioetanol a partir de biomassa lenhocelulésica .............c.cccevevenen. 13
2.3.1 Tecnologias de pré-tratamento da biomassa lenhocelulésica ..................... 14
2.3.2 Hidrolise dos hidratos de carbono celulGsiCos...........ccoveveiieieciieieecieee, 25
2.3.3  FermMENtaACAOD .......eevieiii et 27
2.3.4 Estratégias de hidrolise e de fermentacao ...........cccevveveeiieiiece e, 29

3. MateriaiS € MELOUOS ........coviirieciecie ettt et sre e sre e re e 33
3.1 Caraterizacdo quimica da palha de arroz..........cccccevceviiiienieiereese e 33
3.2 EXIrato ENZIMALICO ......ccveieiieiieieeieseee e ee e ste e e reenaesneenreenee e 34
3.3 Microrganismos USad0S €M SSF ..........ccooiiiiiiriiie e 34
3.4 Pré-tratamento da palha de arroz ..........cocovveiiiiiiiinie s 35
3.4.1  Pré-tratamento COM NAOH.........ccccoiiiiiiee e 37
3.4.2  Pré-tratamento com HCI e combinado com NaOH.............cccccvvvviieeiinennnne. 38

3.5 Procedimento de hidrolise enZiMAtiCa...........c.ccceeeeveiieiiece e 39
3.6 PrOCESSO SSF ...ttt 41



3.7 Parémetros de hidrdlise enzimatica e fermentagao............cccovveieiniieiiinienn, 42

3.8 MEAL0dOS ANAITTICOS ...vveveeeieicie e 43
3.8.1 Cromatografia liquida de elevada eficiéncia (HPLC) .......c.ccccvvevvevinrnnenen. 43
3.8.2 Meétodo de determinacédo dos actcares redutores (DNS).........ccccevvevvvrieenee. 44

4. ReSUItad0S € dISCUSSAD. ......cciiieiiiieieie sttt st 45

4.1 Caraterizacdo quimica da palha de arroz ............ccecvevevveieiic v 45

4.2  Pré-tratamento COmM NAOH.........coco it 46
4.2.1 Ensaios preliminares de hidrélise enzimatica............ccccoevveveiieeneernseene 49

4.3 Pré-tratamento com HCI e combinado com NaOH ..., 51

4.4 Aumento de escala dos pré-tratamentos..........ccoovrererieirererse e 52

4.5 Ensaios de hidrolise enZiMAtiCa ..........ccoveveiereiiie e 57

4.6 ENSAIOS A8 SSF......ociiiicie ettt 59

5. Conclusdo e sugestdes de trabalho fUtUro...........ccccveveiiiii i, 67
6. Referéncias bibHOGrafiCas ..o 71
AANIEXOS ..ttt e e nh e nR b et aR b et e nRb e e e b e e e anneeennreeaas 83
Anexo | — Caraterizacdo quimica da palha de arroz...........ccoceevevveveresesese s 85
Anexo Il —Ensaios de hidrdlise enzimética e de fermentagdo............ccovcvvervennene. 91
Anexo Il — Quantificacdo de compostos por HPLC ..........cccccceevevieciiie e, 93
Anexo IV — Preparacdo do tampdo citrato e do reagente DNS-modificado ........... 94

Anexo V — Concentracdo de agUcares, produtos e subprodutos no processo de SSF

Vi



INDICE DE TABELAS

Tabela 1. Quantidade de residuos agricolas produzidos anualmente (adaptado de Saini et al.,

701 1<) OO 5
Tabela 2. Composi¢do massica de diferentes tipos de biomassa lenhocelulésica. .................... 7
Tabela 3. Composicdo quimica da palha de arroz. ...........ccceeeeveeiie e s 12

Tabela 4. Diferentes condicdes de pré-tratamento da palha de arroz (PA) e seus resultados. (*)

.......................................................................................................................................... 24
Tabela 5. Resultados de hidrdlise enzimatica (HE), SHF e SSF da palha de arroz (PA)........ 31
Tabela 6. Atividade enzimatica do complexo enzimatico Cellic CTec 2 a 38 e a 50°C.......... 34
Tabela 7. Composicdo do meio de cultura liquido para leveduras. ...........cccccoveevveieieeieennenn, 35
Tabela 8. Composicdo do meio de cultura liquido alternativo para leveduras................c........ 35

Tabela 9. Condi¢des de operacdo dos ensaios de pré-tratamento da palha de arroz (PA) com

INAOH. ..ottt et b et et ettt be et n e Rt et neenees 37
Tabela 10. CondicGes de operacdo dos ensaios de pré-tratamento com HCI e combinado com

NAOH. ...ttt b s e b e st et e se et et et re et et reebe et e neneere e 38
Tabela 11. Condi¢6es de operacdo dos ensaios de hidrolise enzimatica. ...........cc.cccceevevennne. 40
Tabela 12. Condicdes de operacdo dos ensaios de SSF. .........cccevvivieiieie s 42
Tabela 13. EspecificacOes para analise das amostras por HPLC............ccccooeveevicic i, 44
Tabela 14. Composi¢do quimica da materia-prima. ...........cooeeerereerene e 45

Tabela 15. CondicOes operatdrias e caracterizacdo quimica da palha de arroz (PA) original e
do material solido resultante do pré-tratamento com NaOH. ............cccccoveiiiiecicceee, 47
Tabela 16. Resultados dos ensaios de pré-tratamento da palha de arroz (PA) realizados com
HCI (H) e com HCI seguido de NaOH (HN)......cocovoiiiiiiiiiiieeceee s 51
Tabela 17. Resultados dos pré-tratamentos com aumento de escala. ..........cccoceveevvervcvennane. 53
Tabela 18. Composicgéo dos licores alcalinos resultantes dos pré-tratamentos com aumento de
LoES{0r: L PSPPSR 56

Tabela 19. Resultados de SSF em semi-descontinuo com palha de arroz proveniente do ensaio

NA8 e NA9 em meio normal ou alternativo. ..........cccooereiiieniiiseeeee e 64
Tabela 20. Condi¢es e quantidades utilizadas nos ensaios de hidrélise enzimética. ............. 91
Tabela 21. Condigdes e quantidades utilizadas nos ensaios de SSF. ..........cccoceiieieiieiennnnn 92

Tabela 22. Tempo de retencdo, declive e fator de correlacdo da curva de calibracdo dos
COMPOSEOS ESTUAAADS. ...ttt bbbttt e bbb bbb 93

vii



Tabela 23. Concentrac@es de agucares, produtos e subprodutos ao longo do tempo do processo
de SSF obtidoS POr HPLC. ... 95

viii



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Esquema da producédo de bioetanol a partir da biomassa lenhoceluldsica (adaptado

L= L= =T =N ) TN 2
Figura 2. Esquema da composicdo da biomassa lenhocelulésica (adaptado de Fengel e
WEGENET, 1984). ..ottt ettt et e e r e re et e nn 7
Figura 3. Estrutura da molécula de celulose (adaptado de Smook, 2002). .........ccccceevevvernnenne. 8

Figura 4. Estrutura e formula abreviada da glucuronoxilana, onde Xlyp: B-D-xilopiranose, Me-

GlcpA: acido 4-O-metil-a-D-glucopiranose-urénico e Ac: grupo acetilo (Ek et al., 2009).

............................................................................................................................................ 9
Figura 5. Férmula estrutural da lenhina de uma folhosa (Floch et al., 2015). ..........cccccvvnee 10
Figura 6. Complexo LCC numa herbécea (adaptado de Buranov e Mazza, 2008). ................ 11

Figura 7. Estrutura da palha de arroz antes e apds o pré-tratamento (adaptado de Santos et al.,
10 TSRS 14
Figura 8. Esquema da quebra de ligagdes: a) a-aril-éter ¢ b) p-aril-éter da lenhina e c) éster

entre hidratos de carbono e lenhina, por a¢do do pré-tratamento alcalino (adaptado de

Fengel & Wegener, 1984; Chundawat et al., 2010). .......cccoeverieiireiriiereee e 23
Figura 9. Esquema do mecanismo de atuacdo do complexo enzimatico de celulases na hidrélise
da celulose (adaptado de Ogeda € Petri, 2010).......ccccovevieiieiieieiee e 26
Figura 10. Esquema experimental para a determinacdo da composi¢do quimica da palha de
11 OSSPSR UPRTTPPRPRPPIN 33
Figura 11. Representacdo esquematica dos pré-tratamentos. ...........cccoevveveereiieieesesiesieenne 36
Figura 12. Representacdo esquematica dos ensaios de hidrolise enzimatica. .............ccccuee... 39
Figura 13. Representacdo esquematica dos ensaios de SSF...........cccvvevereeneneienese e 41

Figura 14. Teor de lenhina da biomassa pré-tratada com NaOH em cada ensaio e respetivo
(0 [T Y T o= Lo [ To T USSP 48
Figura 15. Rendimento de hidrélise enzimatica da palha de arroz original moida (carga
enzimatica de 15 FPU/gPA -PAM) e nos materiais resultantes dos pré-tratamentos N5 a
N9 (carga enzimatica de 20 FPU/gPA), apds a sua moagem: a) PAM, NM5, NM6 e NM7;
D) NM7, NIMB8 € NIMO. ...ttt ettt ne e 49
Figura 16. Efeito da moagem da palha de arroz pré-tratada (NM) no rendimento de hidrélise
enzimatica, resultante dos ensaios a) N5; b) N6, com uma carga enzimatica de 20
FPU/GPA . ..ottt 50


file:///C:/Users/Joana%20Santos/Dropbox/Tese/Tese_JoanaSantos_Versão%20final.docx%23_Toc494629024
file:///C:/Users/Joana%20Santos/Dropbox/Tese/Tese_JoanaSantos_Versão%20final.docx%23_Toc494629025
file:///C:/Users/Joana%20Santos/Dropbox/Tese/Tese_JoanaSantos_Versão%20final.docx%23_Toc494629025
file:///C:/Users/Joana%20Santos/Dropbox/Tese/Tese_JoanaSantos_Versão%20final.docx%23_Toc494629025

Figura 17. Cromatogramas obtidos por HPLC da palha de arroz a) original, b) resultante do
ensaio NA8 e c) resultante do ensaio NAO. ..o s 54
Figura 18. a) Palha de arroz tal qual (1.00-5.66 mm); palha de arroz resultante do b) ensaio
NAS8; €) ENSAI0 NAD. ... ..ottt e e e e st e e te e e e sreesreenee e 56
Figura 19. Fotografias dos ensaios no inicio ( a) e c)) e no final ( b) e d)) do processo de
hidrdlise enzimética com palha de arroz proveniente dos ensaios NA8 e NAOY,
TESPELIVAMENTE. ...e.iiieieiiicie ettt et e e et e st e et e ereesbeesbeeseesreenaeaneesneeeean 58
Figura 20. Rendimento de hidrdlise enzimatica em semi-descontinuo do ensaio NA8 ao longo
(0 [0 IN (=100 1o TSRS P PP TP PP 58
Figura 21. Evolucdo da concentracdo de aglcares e de produtos ao longo do tempo de SSF
com palha de arroz obtida nos ensaios a) NA8 e b) NA9. ......ccccccvveiieie s 60
Figura 22. Cromatogramas obtidos por HPLC dos ensaios de SSF com palha de arroz original
(PA) e pré-tratada (NA8 € NAQ). ..ot 62
Figura 23. Concentracdo de aclcares e produtos ao longo do tempo de SSF com meio de

nutrientes alternativo e palha de arroz pré-tratada (NA8)..........cccevvevieieiieiieie e 63



NOMENCLATURA

Simbologia Grandeza Unidades

Abs Absorvancia a 205 nm Adimensional

b Comprimento da célula de quartzo cm
bio-ETBE Bio-eteretil-terc-butilico -
bio-MTBE Bio-etermetil-terc-butilico -

CaO Oxido de célcio -

Ca(OH): Hidroxido de calcio -

CBP Bioprocesso Consolidado -

Concentracdo de um monossacarideo

ChpLC . g/L

determinada por HPLC

CO2 Dioxido de carbono -

DNS Acido 3,5 — dinitrosalicilico -
EBTP European Biofuels - Technology Platform -
ENMC Entidade Nacional para o Mercado de )

Combustiveis
ETBE Eter etil-terc-butilico -
EtOH Etanol -
EUA Estados Unidos da América -
fc Fator de correcdo anidro Adimensional
FD Fator de diluicédo Adimensional
Fe20s3 Oxido de ferro (111) -

e Fracdo massica de glucanas na palha de Adimensional

arroz pré-tratada

f Fracdo massica de hidratos de carbono na Adimensional

palha de arroz pré-tratada

GEE Gases com Efeito Estufa -

HC Hidratos de carbono -

HCI Acido cloridrico -

HMF 5-Hidroximetilfurfural -
HPLC Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia -

Xi



Simbologia Grandeza Unidades
H2S04 Acido sulfarico -
H20 Agua -
KOH Hidroxido de potassio -
K20 Oxido de potassio -
MExt_EtOH Massa de extrativos removidos com etanol g
MLenhina_ins Massa de lenhina insoltvel g
MpAH Massa de palha de arroz himida g
MpAl Massa de palha de arroz incinerada a 575 °C g
MpAs Massa de palha de arroz seca a 105 °C g
MTBE Eter metil-terc-butilico -
NaOCl Hipoclorito de sddio -
NaClO: Clorito de sodio -
NaOH Hidrdéxido de Sodio -
NAAS Ensaio NA8 usando meio nutricional )
alternativo na etapa de fermentacéo
Ensaios nas condi¢Ges N8 e N9 usando
NA9 e NA9 massas e volumes maiores (aumento de -
escala) na etapa de pré-tratamento
NAS® ¢ NAO' Ensaios NA8 e NA9 sujeitos a hidrolise ]
enzimatica em regime descontinuo
NH;OH Hidréxido de aménia -
NIME & NMO Amostras dos ensaios N5 a N9 moidas antes ]
da etapa de hidrolise enzimatica
NREL Laboratorio Nacional de Energia Renovavel -
N1aN9 Ensaios de pré-tratamento alcalino -
P Produtividade g/(L h)
P20s Oxido de fosforo -
SHF Hidrolise e Fermentacdo em Separado -
SiO2 Dioxido de silica -
SSF Hidrolise e Fermentacdo em Simultaneo -
TAPPI Associacao Técnica da Industria da Pasta e ]

do Papel

xii



Simbologia Grandeza Unidades
UE Unido Europeia -
VHidrolisado VVolume de hidrolisado mL
Rendimento de conversédo de hidratos de ) ]
Y (EtOH) Adimensional
carbono em etanol
Rendimento de converséo de glucose em _ )
Y’ (EtOH) Adimensional
etanol
€ Absortividade L/(g cm)
® Agitacédo Ciclos/min
1Hidrslise Enzimética Rendimento da hidrélise enzimatica Adimensional
% (m/m) Percentagem massa/massa Adimensional
% (m/v) Percentagem massa/volume 9/(100 mL)
% (V/Iv) Percentagem volume/volume Adimensional

Xiii






APROVEITAMENTO DOS HIDRATOS DE CARBONO CONSTITUINTES DA PALHA DE CEREAIS PARA A PRODUGAO DE BIOETANOL

1. INTRODUCAO

1.1 AMBITO E MOTIVACAO

O crescimento da populacdo e o aumento do seu nivel de vida levou ao aumento da
velocidade do consumo de combustiveis fosseis, a um nivel que a natureza ndo o0s consegue
repor. Um outro problema do consumo destes combustiveis é o0 aumento das emissdes de gases
com efeito de estufa (GEE) que sd@o um dos principais propulsores para as alteracdes climaticas.
Consequentemente, € necessario encontrar alternativas mais sustentaveis para a producéo de
energia (Eby e Montenegro, 2009).

Em Portugal, ja se enveredou pela utilizacdo de energias renovaveis para efeitos de
producdo de energia elétrica, tais como a energia edlica, solar e hidrica; no entanto, a curto
prazo, estas ndo constituem uma alternativa viavel aos combustiveis liquidos, visto a energia
elétrica ndo poder ser utilizada na maioria dos motores que constituem os veiculos atualmente
(motores de combustdo interna). A Unido Europeia fixou para 2020, através da Diretiva
2009/28/EC, de 23 de Abril de 2009, que todos os estados membros utilizassem, no minimo,
10% de energia renovavel no setor rodoviario, como sdo exemplo os biocombustiveis (ENMC).
Estes combustiveis sdo produzidos a partir de biomassa e, em larga escala, permitem reduzir
quer a dependéncia dos combustiveis fosseis, como a emissdo de GEE, dado que a biomassa
utiliza CO> para o crescimento celular (Santos et al., 2012). Segundo o Decreto-Lei n.° 62/2006,
de 21 de marco, sdo considerados dez tipos de biocombustiveis, o biodiesel, o biogas, o
bioetanol, o biometanol, o bioéter dimetilico, o bio-ETBE, o bio-MTBE, os biocombustiveis
sintéticos, o bio-hidrogénio e o 6leo vegetal puro (Portal Energia). A producdo destes € uma
vantagem da biorrefinaria integrada, pois tira partido de todos 0s componentes presentes na
biomassa (celulose, hemicelulose, lenhina e extrataveis, para além da glucose, frutose, amido e
dos dleos, consoante os casos) e dos produtos intermediarios, melhorando a economia global
do processo e minimizando o desperdicio (Abraham et al., 2016).

O bioetanol, CoHsOH, é o biocombustivel mais produzido no mundo, seguido do
biodiesel (OECD/FAOQ, 2015). O biodiesel € obtido a partir de sementes oleaginosas, como a
colza, o dleo de palma, a soja, o girassol e 0 amendoim. A vantagem deste combustivel de 1?
geragdo € que pode ser usado simples ou misturado, por exemplo, com o gasoleo de origem
fossil. O bioetanol é utilizado usualmente numa mistura denominada E10, 10% de bioetanol e
90% de gasolina, sem que seja necessaria a modificacdo dos motores. No caso destes serem

1
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modificados para este efeito € possivel aumentar a percentagem de bioetanol utilizada até 85%,
ou mesmo até 100%. A producdo de bioetanol pode ser feita a partir de trés diferentes grupos
de matérias-primas, surgindo o bioetanol de 12, 22 e de 32 geracdo. O de 12 geracgdo é feito a
partir de culturas de agucar (cana de acUcar, beterraba e sorgo) e de culturas amilaceas (milho,
trigo, cevada, centeio, batata e mandioca); o de 22 geracdo € produzido a partir de residuos
florestais e agricolas (plantas gramineas, eucalipto, pinheiro, salgueiro e palhas); e o de 32
geracdo € produzido a partir de algas (FAO, 2008; EIA).

O grande inconveniente do bioetanol de 12 geracdo € o aumento do preco dos alimentos,
competindo com a utilizagdo humana e animal, enquanto no de 22 geracdo é a resisténcia da
biomassa & biodegradagdo ou a hidrdlise devido a matriz de hemiceluloses e lenhina que
envolve a celulose. No entanto, esta ultima classe consiste numa melhor oportunidade uma vez
que contribui para a sustentabilidade ambiental (Amnuaycheewa et al., 2016; Singh et al.,
2016).

De entre todas as fontes de biomassa lenhocelulésica disponivel, as palhas de cereais sdo
renovaveis e menos recalcitrantes, existem em elevada quantidade e séo baratas. Uma vez que
séo produzidos anualmente cerca de 700-1 111 milhdes de toneladas de palha de arroz em todo
o0 mundo e que apenas 20% dessa biomassa é utilizada, a palha de arroz é uma alternativa
promissora para a producéo de bioetanol (FAO, 2014; Singh et al., 2016).

As principais etapas para a producdo de bioetanol a partir de biomassa lenhocelulésica
sdo o pré-tratamento da matéria-prima, a hidrélise dos polissacarideos em acgucares simples, a
fermentagdo dos aglcares em etanol e a sua purificacdo. Estas fases encontram-se

esquematizadas na Figura 1.

Figura 1. Esquema da producdo de bioetanol a partir da biomassa lenhocelulésica (adaptado de IFPEN).
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O pré-tratamento é uma das etapas mais importantes deste processo. Ele tem como
objetivos a diminuicdo da cristalinidade da celulose, a remocéo de lenhina, e ainda 0 aumento
da area da superficie da biomassa, que facilita 0 acesso aos polissacarideos durante a sua
hidrolise. Esta € uma das etapas mais relevantes, relativamente ao custo do processo e também
porque afeta a eficiéncia das etapas posteriores (Binod et al., 2010).

Apobs o pré-tratamento, 0s passos seguintes sdo a hidrdlise &cida ou enzimética e a
fermentacdo. A hidrdlise acida € a mais utilizada. Contudo, se o objetivo final for um processo
fermentativo, ndo € a mais vantajosa pois ocorre a formacgdo de compostos de degradacdo que
inibem os microrganismos na fase posterior e por esse motivo é necessaria uma fase de
purificacdo. A hidrolise enzimatica e a fermentacdo podem ocorrer em separado (SHF) ou em
simultaneo (SSF). As vantagens do SSF em relacdo ao SHF sdo, essencialmente, o facto de se
conseguir reduzir a inibicdo causada pelo produto da hidrélise, uma vez que a glucose é
utilizada continuamente pelos microrganismos, e a reducdo dos custos de investimento, visto
ser necessario apenas um reator ao inves de dois. A desvantagem deste processo sdo as
diferentes temperaturas Otimas da hidrélise e da fermentacdo. Esta desvantagem pode ser
ultrapassada utilizando-se leveduras que possuam uma capacidade fermentativa proxima do
intervalo de temperatura étima das enzimas (45-50°C) (Balat, 2011; Choudhary e Nain, 2016).

1.2 OBJETIVOS

O desenvolvimento deste trabalho teve como principal objetivo o aproveitamento dos
hidratos de carbono provenientes da palha de cereais, mais concretamente da palha de arroz,
para a producdo de bioetanol.

Portugal é o quarto maior produtor europeu de arroz produzindo cerca de 162 Mt/ano.
Deste cultivo provém uma enorme quantidade de residuos, s6 na regido centro de Portugal sdo
produzidas anualmente cerca de 29.5 a 44.2 kt/ano de palha de arroz (FAO, 2014; INE, 2014).

Com o intuito de aproveitar esses residuos, foi necessario selecionar um pré-tratamento e
as respetivas condi¢cdes operatorias. Foi estudado o pré-tratamento por hidrolise alcalina com
hidroxido de sodio (NaOH), o pré-tratamento por hidrolise acida com acido cloridrico (HCI) e
o0 pré-tratamento combinado com HCI seguido de NaOH, onde se variaram varios parametros
operatorios. Em seguida, estudou-se ainda a influéncia do tipo de processo (SHF e SSF), em

regime batch ou fedbatch, na producéo de bioetanol.
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1.3 ORGANIZACAO DA DISSERTACAO

A presente dissertacdo encontra-se dividida em cinco capitulos. No primeiro é feita uma
pequena introducdo, onde se enquadra, no contexto atual, a temética desta dissertacdo e onde
sdo referidos os principais objetivos do trabalho experimental. No segundo capitulo é
apresentada uma revisdo bibliografica, focando a valorizacdo de residuos agricolas, a
composicao da biomassa lenhoceluldsica e 0s processos necessarios até a sua conversdo em
bioetanol. O terceiro capitulo consiste na apresentacdo dos materiais, técnicas e procedimentos
experimentais adotados. No quarto capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos,

ficando o dltimo capitulo destinado as concluses e as sugestbes de trabalhos futuros.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 VALORIZACAO DE RESIDUOS AGRICOLAS

Com o crescimento da populacdo mundial as atividades agricolas tém vindo a aumentar,
levando consequentemente a um aumento na producdo de residuos agricolas, nomeadamente
de palhas de cereais como centeio, trigo, arroz, caules de milho e de girassol e residuos
provenientes das podas de videiras e de arvores de fruto. Estes sdo tradicionalmente descartados
de formas pouco sustentaveis (a maior parte € queimado a céu aberto nos terrenos agricolas),
resultando em consequéncias negativas para o0 ambiente (Saini et al., 2015). Na Tabela 1

apresenta-se a producdo anual dos quatro residuos agricolas mais gerados no mundo.

Tabela 1. Quantidade de residuos agricolas produzidos anualmente (adaptado de Saini et al., 2015).

Residuo Agricola Quantidade (Mt/ano)
Palha de trigo 354
Palha de arroz 731
Palha de milho 128
Bagaco de cana-de-agUcar 181

De forma a valoriza-los, varios projetos foram surgindo, por exemplo, o projeto europeu
SOSTRICE para valorizacdo energética da palha de arroz, o projeto BIODEN para a
valorizacdo e aproveitamento da palha de arroz, o projeto ProEthanol 2G para a producéo de
bioetanol a partir de palha de trigo e de bagaco e palha de cana, 0 RICEVALOR para a
valorizacédo de residuos da producdo e processamento de arroz, a construcdo de eco-painéis a
partir de palha/casca de arroz, entre tantos outros (SOSTRICE, 2014; ITeCons; LNEG, 2011).

Estes residuos, dos quais 70 a 90% é lenhocelulose, sdo uma matéria-prima bastante
promissora para a producdo de bioenergia, quer atraves de processos termoquimicos (pirdlise,
gaseificacdo, liquefacdo e combustéo), quer por processos bioldgicos, como a fermentagéo e a
digestdo anaerdbia (Eckert et al., 2013; Saini et al., 2015).

Tendo em conta a necessidade atual de incorporacdo de biocombustiveis nos transportes
terrestres, os residuos lenhocelulésicos representam uma matéria-prima promissora para a

producéo de bioetanol, pois estdo disponiveis em grande quantidade, possuem um baixo custo
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e, para além disso, ajudam na mitigacdo das altera¢des climaticas, reduzindo as emissdes de
CO2 (Saini et al., 2015).

Nesse sentido, ja comecam a existir algumas fabricas de demonstracdo que produzem
bioetanol de 2% geracdo, embora a tecnologia de producdo ainda ndo se encontre totalmente
desenvolvida, devido aos elevados teores de lenhina e de cinzas nas palhas que dificultam a sua
conversdo em agucares fermentaveis. Na Europa destacam-se: a Clariant, na Alemanha, e a
Inbicon, na Dinamarca, que utilizam como matéria-prima a palha de trigo, e a Abengoa, em
Espanha, e a BetaRenewables, em Italia, que utilizam como matéria-prima a palha de arroz
(EBTP). Em Portugal ainda ndo existe nenhuma unidade de producéo de bioetanol de 22
geracao.

De entre os quatro residuos agricolas mencionados anteriormente, a palha de arroz é o
mais abundante e, como tal, € também o que possui um maior potencial de producdo de
bioetanol, podendo-se produzir cerca de 205 mil milhdes de litros por ano. Desta forma, é
possivel reduzir a dependéncia dos combustiveis fésseis e a problematica ambiental da sua
eliminacdo através da queima, que € usada visto este residuo ser produzido em grande

quantidade e possuir um conteddo nutricional baixo (Sarkar et al., 2012; Saini et al., 2015).

2.2 COMPOSICAO E ESTRUTURA DA BIOMASSA LENHOCELULOSICA

A biomassa lenhocelulésica € formada por uma estrutura recalcitrante e fibrosa,
constituida maioritariamente por compostos de elevado peso molecular (celulose,
hemiceluloses e lenhina) intercaladas com compostos organicos e inorganicos de baixo peso
molecular (extrataveis e cinzas, respetivamente) (Fengel e Wegener, 1984). As fibrilas de
celulose que constituem a biomassa sdo formadas a partir de polimeros de glucose que
estabelecem ligacOes de hidrogénio e de van der Walls entre si, encontrando-se estas fibrilas
envoltas numa matriz de hemiceluloses e de lenhina (Sjostrom, 1993; Balat, 2011). A

representacdo esquematica da composicao da biomassa € apresentada na Figura 2.
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Biomassa Lenhocelulosica

Substancias de Baljxo Peso Molecular Substancias Macromoleculares
L o L. . Polissacarideos
Matéria Orgéanica Matéria Inorganica |
Extrativos Cinzas Lenhina Celulose Hemiceluloses

Figura 2. Esquema da composicédo da biomassa lenhocelulésica (adaptado de Fengel e Wegener, 1984).

A composicao e a forma como estes compostos se combinam entre si varia de espécie
para espécie, e ha diferencas notdrias entre madeiras de folhosas, de resinosas ou gramineas.
As variacGes dentro da mesma espécie sao, essencialmente, devidas a genética, as diferentes
condigdes ambientais de crescimento, entre outros fatores (Sjostrom, 1993; Balat, 2011; Brandt
etal., 2013). Na Tabela 2 apresentam-se as composi¢oes tipicas de diferentes tipos de biomassa

lenhocelulésica.

Tabela 2. Composicdo massica de diferentes tipos de biomassa lenhoceluldsica.

Composi¢do massica (%, em base seca)

Tipo de biomassa Hidratos de Carbono . . . Referéncia
. Lenhina Cinzas  Extrativos
(Hemiceluloses + Celulose)

Madeira de resinosas

L. Hamelinck
a)
Pinheiro 66.5 27.7 0.3 2.9 et al. (2005)
Abeto b) Bertaud e Holmbom
(Picea abies L.) 69.6 29.1 n.d. 0.6 et al. (2004)
Madeira de folhosas
; Hamelinck
a)
Eucalipto 62.6 27.7 1.3 4.3 et al. (2005)
Carvalho branco 67.3 23.2 0.6 n.d. Kim, (2004)
Gramineas
Palha de milho 65.2 16.7 6.3 n.d. Kim, (2004)
Castro
a)
Palha de arroz 59.1 175 11.3 14.0 et al. (2016)

n.d. - ndo definido; a) Nao referido, mas visto ter-se baseado em protocolos NREL, tera sido extracdo sequencial com H,O/EtOH;

b) Extracéo com acetona (TAPPI).

2.2.1 Celulose

A celulose é o constituinte principal da matéria lenhocelulésica. O seu teor varia com o

tipo de biomassa e, tipicamente, esta compreendido entre 30 a 60% (m/m) (Brandt et al., 2013).
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Trata-se de um homopolimero linear, constituido por unidades de -D-glucose unidas por
ligagdes glicosidicas p(1—4), sendo por isso a unidade de repeticdo a celobiose (duas moléculas
de B-D-glucose), como apresentado na Figura 3. A formula geral da celulose é (CsH100s)n, onde
n representa o grau de polimerizacdo médio. Este valor, varia de espécie para espécie, com a
sua natureza e com a localizagéo da celulose na parede celular, estando compreendido entre
1 000 e 50 000 unidades (Sjostrom, 1993; Balat, 2011; Jung et al., 2015).

Celobiose
H.COH H OH HCOH H OH
0
Grupo terminal 0 H RN H 0 OH H s Grupo terminal
nio redutor H OH H H redutor
0 b+ OH
OH H 0 o)
M  OM HCOH H OH H;COM
1= —mn—2

2

Figura 3. Estrutura da molécula de celulose (adaptado de Smook, 2002).

Nas extremidades da cadeia de celulose, os grupos hidroxilo diferem nas suas
reatividades, um possui um carater redutor e o outro ndo redutor. Os grupos hidroxilo que
existem ao longo de toda a cadeia da celulose, trés por cada molécula de B-D-glucose, sdo
responsaveis pelas ligacbes de hidrogénio intra e intermoleculares. A agregacdo de vérias
moléculas de celulose da& origem a microfibrilas, onde alternam zonas cristalinas e zonas
amorfas. Esta estrutura confere as fibras de celulose uma elevada resisténcia e faz com que

sejam insolUveis em agua e em grande parte dos solventes organicos (Sjostrom, 1993).

2.2.2 Hemiceluloses

As hemiceluloses constituem cerca de 20 a 40% (m/m) da biomassa lenhocelul6sica.
Contrariamente a celulose, sdo um heteropolimero, sdo amorfas, ramificadas e de cadeia mais
curta (Brandt et al., 2013).

Os principais tipos de ligagdes entre os mondmeros das hemiceluloses séo do tipo p(1—4)
e este polimero apresenta um grau de polimerizagdo entre 100 a 200. As hemiceluloses s&o
constituidas por pentoses (D-xilose e L-arabinose), por hexoses (D-glucose, D-manose e D-
galactose), e por acidos uronicos em menor quantidade (acido glucurénico e galacturonico). Se
o principal agucar deste polimero for uma pentose, é designado por pentosana, se for uma
hexose denomina-se hexosana. Nas palhas de cereais, similarmente a0 que acontece nas

madeiras das folhosas, as hemiceluloses dominantes sdo as glucuronoxilanas, xilanas com
8
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ligagBes laterais de &cidos metilglucurénicos e de grupos acetilo (Balat, 2011; Brandt et al.,
2013). A sua estrutura € apresentada na Figura 4.

i et W s o S e Wy e 6 i
AcO . ~

>4 --D-Xylp{ 1->4)-p-D-Xylp{1 —)-)—-i-DvaQp-( —>4)3-D-Xylp{ 1—>4}-§- "-x.ﬂpﬂ-—'d H5-D-Xylp{1—>4)-8-D- xwy( {—>
2

| /| /I

Ac Ac

a-D-4-OMe- Glcp»‘\

Figura 4. Estrutura e férmula abreviada da glucuronoxilana, onde Xlyp: B-D-xilopiranose, Me-GlcpA: acido 4-O-
metil-a-D-glucopiranose-urénico e Ac: grupo acetilo (Ek et al., 2009).

O facto de as hemiceluloses possuirem uma estrutura curta e amorfa faz com que possuam
um elevado potencial de ligagdo a agua, ficando os seus grupos hidroxilos mais acessiveis, 0
que facilita a sua solubilizacdo. Para além disso possuem também grupos carboxilicos,
provenientes dos acidos urdnicos, que, sendo facilmente ionizaveis, fazem com que as fibras
suspensas em meio aquoso sejam afetadas pela temperatura, pH e pela natureza do contra ido
(Sjostrom, 1993; Carvalho, 1999).

2.2.3 Lenhina

A lenhina constitui cerca de 15 a 30% (m/m) da biomassa lenhocelulésica, é responsavel
por unir as fibras entre si e aumenta a resisténcia da biomassa a ataques quimicos ou bioldgicos.
E um polimero aromatico, hidrofébico, amorfo, confere cor & biomassa e possui elevada rigidez,
uma vez que tem uma estrutura reticulada, constituida por ligacfes duplas (Fengel e Wegener,
1984).

Esta macromolécula é sintetizada por reagdes de polimerizagdo a partir dos alcoois
sinapilico, coniferilico e p-cumarilico (Sjostrom 1993). As subunidades que incorporam estes
precursores séo designadas de seringilo, guaiacilo e p-hidroxifenilo, consoante possuam dois,
um ou nenhum grupo metoxilo, respetivamente (Brand et al., 2013). Na Figura 5 estd

apresentado um excerto da formula estrutural da lenhina tipica de uma folhosa.
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Figura 5. Férmula estrutural da lenhina de uma folhosa (Floch et al., 2015).

Estas unidades estdo ligadas de uma forma complexa e aleatéria, através de ligacdes
covalentes, variando a sua propor¢do com a localizacdo da parede celular, a espécie, o tipo e
idade das células (Sjostrém, 1993; Carvalho 1999). Geralmente, as plantas gramineas possuem
um teor de lenhina inferior a madeira de folhosas, que por sua vez é inferior a das resinosas
(Jorgensen et al., 2007). Nas primeiras encontram-se o0s trés tipos de lenhina, S (siringilo), G
(guaiacilo) e H (p-hidroxifenilo), existindo uma maior proporcdo de lenhina do tipo H,
comparativamente as restantes (Ek et al., 2009).

A facilidade de deslenhificacdo estd relacionada com a ligacdo entre as unidades
aromaticas. As ligacGes sdo mais faceis de quebrar quando existem ligacGes do tipo éter, uma
vez que a estrutura fica mais aberta. Por outro lado, quando existem liga¢des carbono-carbono
0s monomeros ficam mais préximos uns dos outros, ficando a estrutura da lenhina mais
condensada e dificultando a quebra das ligacdes (Fengel e Wegener, 1984; Carvalho, 1999).

Nos processos de deslenhificagdo ocorre a rutura das ligagdes o e B-aril-éter (mais
abundantes) fenolicas e ndo fenolicas, havendo um aumento progressivo da dissolucdo da
lenhina. Depois de um determinado grau de deslenhificagdo (cerca de 2% nas madeiras de
folhosas) o processo deve ser interrompido com o intuito de ndo degradar excessivamente
hidratos de carbono. Isto porque a lenhina residual forma um complexo com as hemiceluloses
(complexo carboidratos-lenhina, LCC) atraveés de ligacGes éster ou éter, sendo estas,

10
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respetivamente, hidrolisaveis ou estiveis em meio alcalino. Este complexo em herbéceas é
estruturalmente diferente, a lenhina encontra-se ligada ao cido ferdlico por ligagdes éter e o
acido ferdlico liga-se aos hidratos de carbono (arabinoxilanas) por ligacdes éster, denominando-
se por complexo lenhina/fenolico-carboidratos (Figura 6) (Sjostrom, 1993; Carvalho, 1999;

Buranov e Mazza, 2008).

Fragmento fenoélico Fragmento de arabinoxilana
O\

Xyl

o} 2 o OH | y
Xyl

0
MeO OH
OMe

Fragmento de lenhina

Figura 6. Complexo LCC numa herbacea (adaptado de Buranov e Mazza, 2008).

2.2.4 Extrataveis e Cinzas

Para além dos componentes macromoleculares (celulose, hemiceluloses e lenhina), a
biomassa lenhocelulésica também possui, embora em menor percentagem, compostos de baixo
peso molecular, tais como extrataveis e cinzas. Os extrataveis sdo compostos de origem
organica, enquanto as cinzas sdo de origem inorganica, e a sua proporcao varia de espécie para
espécie e mesmo dentro da mesma espécie (Ek et al., 2009).

Os extrataveis sdo compostos soluveis em dgua ou em solventes organicos, como o etanol
e a acetona. A biomassa lenhocelulésica possui uma grande variedade destes compostos,
nomeadamente acidos gordos, aminoacidos, proteinas, pectinas, aglcares simples, compostos
polifendlicos, ceras e resinas. Os extrataveis sdo uma reserva energética e protegem a planta do
ataque de insetos e microrganismos, tendo, no entanto, a desvantagem de inibirem os processos
de conversdo da biomassa (Fengel e Wegener, 1984; Sjostrom,1993).

As cinzas sdo os residuos que resultam da combustédo dos compostos organicos e oxidagédo
dos inorganicos. Sdo constituidas essencialmente por silicio, sédio, potassio, célcio, fésforo,
enxofre, ferro e magnésio. Estes componentes sdo absorvidos pelas plantas a partir dos solos, e
por este motivo a sua proporcao varia com o ambiente de crescimento (Nogueira e Rendeiro,
2008; Chen, 2014).

11
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2.2.5 Palha de Arroz

A palha de arroz provém de um vegetal do género Oryza, de onde derivam cerca de 22
espécies, destacando-se a Oryza glaberrima e a Oryza sativa L. como as mais produzidas para
consumo humano. Desta Gltima, as variedades mais produzidas na Europa sdo a Japonica
(Carolino) e a Indica (Agulha), sendo que por cada quilograma de grdo de arroz colhido se
obtém cerca de 1 a 1.5 kg de palha de arroz (Abraham et al., 2016).

Consoante a variedade, os fertilizantes utilizados, as épocas sazonais € as regiées em que
o0 arroz é cultivado e colhido, assim varia a qualidade e a composic¢ao quimica da palha de arroz
(Abraham et al., 2016). Na Tabela 3 encontram-se reunidas composi¢des quimicas deste tipo

de biomassa, obtidos a partir da literatura.

Tabela 3. Composic¢éo quimica da palha de arroz.

Composicé@o massica (%, em base seca)

_ Referéncia
ch_jratos de Carbono Lenhina Cinzas Extrativos
(Hemiceluloses + Celulose)
65.5 17.2 11.4 n.d. Mussatto e
Roberto (2002)
b) Rodriguez et al.
60.7 21.9 9.2 7.9 (2008)
Chang
55.0 25.3 10.5 n.d. etal. (2011)
Hou
575 18.3 n.d. n.d. etal. (2012)
Zhu
60.2 16.2 n.d. n.d. etal. (2015)
Amnuaycheewa
64.3 15.3 n.d. n.d. etal. (2016)
59.1 175 11.3 14.09 Castro
' ' ' : et al. (2016)

n.d. - ndo definido; a) N4o referido, mas visto ter-se baseado em protocolos NREL, teré sido extragdo sequencial com H,O/EtOH;

b) Extragdo sequencial H,O/EtOH-Benzeno (TAPPI).

No geral os constituintes principais da palha de arroz sdo a celulose, 32 a 47%, as
hemiceluloses, 19 a 27%, e a lenhina, 15.3 a 25.3%, sendo as hemiceluloses constituidas
maioritariamente por xilose, 14.8 a 20.2%. O teor de cinzas neste tipo de palha é bastante
superior ao das restantes palhas de cerais, cerca de 9.2 a 11.4%, e este componente é geralmente
constituido por cerca de 75% de SiO2, 10% de K20, 3% de P20s, 3% de Fe203, 1.3% de CaO e
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pequenas quantidades de Mg, S e Na (Mussatto e Roberto, 2002; Rodriguez et al., 2008; Binod
etal., 2010; Chang et al., 2011; Amnuaycheewa et al., 2016).

O elevado teor em hidratos de carbono da palha de arroz, que podem ser facilmente
hidrolisados em agUcares fermentaveis, faz com que seja uma matéria-prima promissora para a

producdo de bioetanol (Binod et al., 2010).

2.3 PRODUCAO DE BIOETANOL A PARTIR DE BIOMASSA
LENHOCELULOSICA

O setor dos transportes é responsavel pelo consumo de 50% do petréleo e por 25% das
emissdes globais de CO.. Tendo em conta a previsdo do aumento das emissdes de GEE para a
atmosfera, 0 aumento do preco da extracdo do petrdleo e a Diretiva Europeia que fixa a
obrigatoriedade de incorporagdo de 10% de energia renovavel nos transportes rodovirios, é
imprescindivel desenvolver alternativas aos combustiveis de origem fossil (AIE, 2010).

Em resposta a esta problematica destacam-se os biocombustiveis, nomeadamente o
bioetanol. Os seus maiores produtores mundiais sdo o Brasil, os EUA e a China. Este
biocombustivel, quando incorporado numa mistura de 10% com gasolina, reduz as emissdes de
GEE em cerca 12-19% (Muradin e Foltynowicz, 2014).

Comparativamente a gasolina, o bioetanol possui um indice de octanas superior,
melhorando a capacidade antidetonante da gasolina e reduzindo a adi¢do de promotores do
indice de octano poluentes, como o chumbo (Balat, 2011). Possui também limites de
inflamabilidade mais alargados, maior calor de vaporizacdo, velocidade de chama superior e
contém cerca de 35% de oxigénio. Estas propriedades permitem uma taxa de compressdo mais
elevada, uma maior eficiéncia da combustdo e a reducédo da emissdo de 6xidos de azoto. No
entanto, este biocombustivel tem a desvantagem de possuir uma densidade energética inferior
a da gasolina, ser miscivel com a agua, corrosivo, toxico para 0S ecossistemas e possuir baixa
pressdo de vapor. Possui, também, um baixo indice de ceteno o que, acrescido do seu elevado
calor latente de vaporizacdo, impede a sua autoigni¢do, ndo sendo, por isso, adequada a sua
mistura com gasoleo (Gupta e Demirbas, 2010).

O bioetanol proveniente de biomassa lenhocelulésica, € o unico combustivel liquido que
nédo contribui diretamente para a emissédo de GEE (Muradin e Foltynowicz, 2014). O processo
de producéo deste biocombustivel, a partir da matéria-prima anteriormente referida, consiste

em quatro etapas: 1) pré-tratamento da biomassa lenhocelulésica, 2) hidrdlise (acida ou
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enzimatica) da celulose e hemiceluloses em agucares fermentaveis, 3) fermentacdo dos aglcares
em etanol, utilizando microrganismos (bactérias, leveduras ou fungos), e 4) a purificacdo do
produto final. A etapa de pré-tratamento permite aumentar a eficiéncia da hidrolise, mas, por
outro lado, € um dos passos mais caros do processo. Por este motivo, 0s biocombustiveis de 22
geracdo sdo ainda duas a trés vezes mais caros que os combustiveis fosseis (Binod et al., 2010;
Abraham et al., 2016).

O conceito de biorrefinaria integrada surge neste seguimento e consiste na exploracao
plena de todos os componentes da biomassa. Por exemplo, para além da producéo de bioetanol
a partir dos hidratos de carbono, também se pode utilizar a lenhina para produzir energia
necessaria as diferentes etapas do processo e construir uma instalagdo de digestdo anaerdbia
usando as aguas residuais, produzindo simultaneamente biogas. A adocao deste conceito tera

como consequéncia um aumento da viabilidade econdmica do processo (Abraham et al., 2016).
2.3.1 Tecnologias de pré-tratamento da biomassa lenhocelulésica

A biomassa lenhocelulésica é constituida, essencialmente, por uma rede de celulose,
hemiceluloses e lenhina fortemente ligada entre si, que Ihe confere uma elevada resisténcia
contra 0 ataque de agentes quimicos, enzimaticos ou microbianos. De forma a reduzir a
recalcitrancia da biomassa e a separar seletivamente os seus componentes, para que possam ser
transformados em produtos de valor acrescentado, € necessaria uma etapa de pré-tratamento.
Na Figura 7 encontra-se esquematizado o efeito pretendido com a aplicacdo deste processo
(Alvira et al., 2010).

Estrutura de celulose
dasintagrada

gy

_ Lenhina intezrada

Hamiczluloss
/ S
Hemiceluloss
9,
&
Fibras dz czlulos: -~\:~ }~
2 superdicie yevt Ry,
Wi o
Kkl
Lznhina

Figura 7. Estrutura da palha de arroz antes e ap6s o pré-tratamento (adaptado de Santos et al., 2013).

Tal como referido anteriormente, esta constitui uma das etapas mais caras do processo,
mas € imprescindivel aplica-la, porque afeta o rendimento e 0s custos do processo de conversao

bioquimica. Com esta etapa é possivel aumentar a eficacia do processo de hidrolise, uma vez

14



APROVEITAMENTO DOS HIDRATOS DE CARBONO CONSTITUINTES DA PALHA DE CEREAIS PARA A PRODUGAO DE BIOETANOL

que a celulose e as hemiceluloses ficam mais acessiveis ao ataque &cido ou enzimatico. E
importante realcar que utilizando a biomassa lenhocelul6sica ao natural, dificilmente a
eficiéncia da hidrdlise enzimatica ultrapassaria os 20% (Kim, 2004; Alvira et al., 2010).
A eficécia do pre-tratamento € avaliada com base no desempenho da hidrélise. No geral,

um pré-tratamento ideal deve ter em conta os seguintes requisitos (Jorgensen et al., 2007;
Kumar e Wyman, 2009; Balat, 2011):

e Eficiéncia elevada para diferentes tipos de biomassa lenhocelulosica;

e Minimizar a degradacao de agucares;

e Minimizar a produgdo de compostos inibidores a hidrélise e fermentacéo;

e Diminuir o teor de lenhina na biomassa lenhocelul6sica;

e Ser desnecessaria uma etapa de reducéo do tamanho de particulas;

e Minimizar o consumo de energia e quimicos;

e Permitir a recuperacdo da lenhina e de outros compostos;

e Apresentar uma boa relacdo beneficio/custo;

e Ser possivel o seu scale-up industrial.

A escolha de um processo de tratamento é dificil, uma vez que ndo existe um que seja
universal. O tipo de tratamento e o seu grau de severidade devem ser adequados a composi¢cdo
e a estrutura do material lenhocelulésico com o objetivo de isolar a celulose e as hemiceluloses
e evitar a formacdo de compostos inibidores (Alvira et al., 2010; Balat, 2011). Existe um vasto
leque de pré-tratamentos que podem ser utilizados no tratamento de biomassa lenhocelulésica
podendo estes ser classificados em fisicos, quimicos, fisico-quimicos e bioldgicos. Nem todos
serdo abordados nas sec¢des seguintes, como por exemplo o tratamento com sulfito, a pirdlise,
a gaseificacdo e os ultrassons, por ndo serem o0s mais adequados a finalidade deste trabalho
(Kumar e Sharma, 2017).

e Pré-Tratamentos Fisicos

Fragmentacdo Mecéanica

A fragmentacdo mecénica tem como objetivo a reducdo do tamanho das particulas,
aumentando a &rea especifica e diminuindo o grau de polimerizacdo e a cristalinidade da
celulose. Desta forma, consegue-se também minimizar as limitagOes a transferéncia de massa
e de calor durante o processo de hidroélise. Este tratamento mecéanico, dependendo do tamanho
final da particula pretendido, consiste na combinacdo de estilhamento (10-30 mm), moagem

e/ou trituragcdo (0.2-2 mm). Estudos referem que uma reducgdo adicional do tamanho da
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biomassa abaixo dos 0.4 mm n&o tem efeito significativo no rendimento da hidrolise. A redugédo
do tamanho de particula é conseguida através da utilizagdo de moinhos de bolas, de rolos, de
facas ou de martelos. As maiores desvantagens deste tratamento estdo relacionadas com o0s
elevados gastos energéticos e com a incapacidade de remover lenhina (Sun e Cheng, 2002;
Alvira et al., 2010; Kumar e Sharma, 2017).

Extruséo

A extrusdo € um método de pré-tratamento fisico, novo e promissor, que consiste no
aquecimento, mistura, cisalnamento e compressdo da biomassa lenhocelul6sica em simultaneo.
A medida que os materiais passam pelo canal extrusor vdo sofrendo alteracdes fisicas e
quimicas, como o0 aumento da area de superficie e da porosidade e a reducéo de cristalinidade
da celulose. Este tratamento apresenta inUmeras vantagens, entre as quais o facto de ser
continuo e de facil adaptacdo a escala industrial, ndo produzir efluentes nem produtos de
degradacéo dos acucares e adaptar-se aos diferentes tipos de biomassa. No entanto, ainda é uma
tecnologia em desenvolvimento e apresenta um elevado consumo de energia (Alvira et al.,
2010; Zhang et al., 2015).

Irradiacéo
O pré-tratamento por irradiacdo consiste na aplicacdo de radiacdo (raios gama, raios

micro-ondas ou feixes de eletrbes) sobre a biomassa lenhocelulésica. Devido a quebra de
ligacBes entre as unidades de celulose existe 0 aumento da &area superficial das particulas e a
diminuigdo o grau de polimerizacdo da celulose. Consequentemente, existe um maior
rendimento de producdo de monossacarideos durante a hidrdlise. Apesar disso, € um processo
muito dispendioso para poder ser aplicado a processos industriais (Binod et al., 2010; Singh et
al., 2016).

e Pré-Tratamentos Quimicos

Pré-Tratamento Acido

O objetivo do pré-tratamento &cido passa por solubilizar a fracdo hemicelulésica da
biomassa e tornar a celulose mais acessivel ao ataque enzimatico. O acido pode ser utilizado na
forma concentrada ou diluida, sendo que os mais utilizados séo o acido sulfurico (H2SO4) e 0

acido cloridrico (HCI), podendo também usar-se o acido fosfdrico (HsPO4) ou o nitrico (HNO3).
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Com a utilizacdo deste pré-tratamento acresce a necessidade de neutralizar o &cido antes das
etapas seguintes de hidrolise e fermentagdo (Alvira et al., 2010; Zhu et al., 2015).

O pré-tratamento com acido concentrado ocorre a temperaturas proximas dos 40°C e
concentragdes de &cido entre 30 a 70%. E um processo pouco recomendado, visto ser bastante
perigoso, causar problemas de corroséo nos equipamentos e produzir compostos inibidores que
afetam o metabolismo dos microrganismos fermentativos, tais como o furfural e o 5-
hidroximetilfurfural (HMF) que sdo produtos de degradacdo das pentoses e das hexoses,
respetivamente, e compostos aromaticos provenientes da degradacdo da lenhina. Para além
disso, e uma vez que existem alguns custos associados a sua neutralizacdo, é fundamental a
recuperacdo dos acidos para a viabilidade econdmica do processo. Devido ao elevado
investimento e aos custos de manutencao, o interesse de aplicacdo deste pré-tratamento a escala
industrial é reduzido (Alvira et al., 2010; Kumar e Sharma, 2017).

O tratamento com &cido diluido pode ser utilizado como um pré-tratamento da biomassa
lenhocelulésica tendo como objetivo a hidrdlise enzimatica subsequente ou pode mesmo ser
utilizado para a producdo de aclcares fermentaveis. E um tratamento menos severo e mais
adequado a uma possivel aplicacdo industrial. Este pré-tratamento pode ser aplicado de duas
formas distintas: temperaturas elevadas (T>160°C), carga de solidos baixa (5-10% m/m), tempo
de residéncia de 5 minutos e regime de operacdo continuo ou temperaturas moderadas
(T<160°C), carga de solidos elevada (10-40% m/m), tempo de residéncia de 30-90 minutos e
regime de operacdo descontinuo. Embora em menor quantidade que com &cido concentrado,
quando se utiliza acido diluido também se produzem compostos de degradacdo. Apesar deste
método melhorar significativamente a hidrélise da celulose, os seus custos sdo mais elevados
comparativamente a outros tratamentos (Alvira et al., 2010; Kumar e Sharma, 2017).

Estudos recentes apontam o acido maleico ou o fumarico em substituicdo dos acidos
inorganicos, uma vez que produzem menores quantidades de inibidores e apresentam uma

eficiéncia elevada (Jung et al., 2015; Amnuaycheewa et al., 2016).

Pré-Tratamento Alcalino

No pré-tratamento alcalino, ocorre a dissolugdo da lenhina presente na biomassa
lenhoceluldsica e, adicionalmente, sé@o removidos o0s grupos acetilo e os acidos urénicos. Desta
forma, existe um aumento da area da superficie interna e uma diminuicdo do grau de
polimerizacdo e da cristalinidade da celulose. Esta alteracdo estrutural é conseguida uma vez

que, na presenga de uma base ocorrem reacdes de saponificacdo. Estas causam a quebra das

17



APROVEITAMENTO DOS HIDRATOS DE CARBONO CONSTITUINTES DA PALHA DE CEREAIS PARA A PRODUGAO DE BIOETANOL

ligacOes éster intermoleculares, entre xilanas e lenhina ou outras hemiceluloses, aumentando a
porosidade da biomassa e consequentemente a sua deslenhificagdo (Alvira et al., 2010; Binod
etal., 2010).

A eficiéncia do pré-tratamento alcalino depende do contetudo de lenhina dos materiais,
demonstrando maior eficicia em residuos agricolas. Neste tratamento, podem ser usadas
solucdes aquosas de diversas bases, sendo as mais usuais as solugdes de hidroxido de sodio
(NaOH), de célcio (Ca(OH).) ou de amonia (NHsOH). E um processo que nio requer condigdes
severas, pode ocorrer a temperatura ambiente ou a temperaturas elevadas e 0 seu tempo de
residéncia pode variar de segundos a dias. De entre as quatro bases referidas, as solugdes
aquosas de NaOH sdo as que tém sido mais estudadas, tendo-se verificado que séo as mais
eficazes para estes tratamentos. Porém, a cal hidratada (Ca(OH)2) é um composto que acarreta
menos custos e requisitos de seguranca, e, para além disso, pode ser recuperada do hidrolisado
pela reacdo com COg, e ser novamente reconvertida a cal (Kumar e Wyman, 2009; Balat, 2011;
Gu et al, 2015).

Pré-Tratamento Oxidativo

O pré-tratamento oxidativo tem como objetivo a remocdo de hemiceluloses e lenhina,
aumentando a acessibilidade a celulose. Isto acontece por meio de vérias reagdes: substituicéo
eletrofilica, deslocamento de cadeias laterais, quebras de ligacGes éter ou clivagem oxidativa
de nucleos aromaticos. Os agentes oxidantes mais utilizados sdo o peroxido de hidrogénio e o
acido paracético, e, sendo o segundo um dos agentes mais seletivos para a lenhina, evitam-se
perdas de celulose. No entanto, este pré-tratamento tem a desvantagem de produzir compostos
aromaticos inibidores para os bioprocessos subsequentes, resultantes da oxidacdo da lenhina
(Alviraet al., 2010; Binod et al., 2010).

Pré-Tratamento com Liquidos Iénicos

O pré-tratamento do material lenhocelulésico utilizando liquidos ionicos tem sido alvo
de diversos estudos. Estes sdao uma nova classe de solventes compostos por catides organicos e
anides inorganicos caracteristicos por possuirem, dependendo dos seus constituintes, elevada
polaridade, estabilidade térmica e quimica, baixa pressdo de vapor e permanecerem no estado
liquido numa larga gama de temperaturas. Supde-se que os liquidos idnicos competem com 0s
varios compostos lenhocelul6sicos, dissolvendo simultaneamente os hidratos de carbono e a

lenhina. Posteriormente, é possivel recuperar a celulose relativamente pura, precipitando-a pela
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adicdo de agua, etanol ou acetona. O acetato de 1-etil-3-metilimidazélio ([EMIM][OAC]) e o
1,3-dimetilimidazolio-dimetilfosfato ((MMIM][(MeO)2PO2]) sdo exemplos de liquidos i6nicos
sem cloro na sua constituicdo, sendo por isso menos corrosivos que os demais. Os fatores que
limitam a utilizagdo destes denominados “solventes verdes” prendem-se, principalmente, com
0 seu custo e com a dificuldade na sua recuperacdo e reutilizacao apds o tratamento (Alvira et
al., 2010; Chang et al., 2016; Kumar e Sharma, 2017).

Ozonolise

A ozondlise € um processo que recorre ao uso de ozono para pré-tratar a biomassa
lenhocelulésica. O ozono degrada eficazmente a lenhina, deixando a celulose intacta, sem
produzir compostos inibidores e, consequentemente, aumentando o rendimento da hidrélise. A
ozonolise é um processo gque ocorre a temperatura ambiente, mas requer elevadas quantidades
de ozono, 0 que a torna num tratamento dispendioso (Kumar e Wyman, 2009; Alvira et al.,
2010).

Organosolv
O organosolv é um método de pré-tratamento da biomassa lenhocelulésica que tem como

objetivo dissolver a lenhina, podendo esta ser utilizada, por exemplo, na producéo de energia,
e para além disso, ocorre a hidrolise das hemiceluloses, deixando a celulose mais acessivel e
permitindo a reducdo da carga enzimatica na etapa seguinte. Neste método, utilizam-se
solventes orgéanicos (etanol, metanol, &lcool tetrahidrofuril, acetona, é&cido férmico ou
etilenoglicol), aos quais pode ser adicionado um catalisador &cido (HCI, H2SOs, acido oxalico,
acetilsalicilico ou salicilico). A severidade deste processo depende da matéria-prima a tratar.
Utilizam-se temperaturas compreendidas entre os 180 e 195°C, um tempo de operacéo entre 30
a 90 minutos e uma concentracdo de solvente de 2 a 10% (Alviraet al., 2010; Binod et al., 2010;
Kumar e Sharma, 2017). O processo organocell é constituido por dois estagios usando solugdes
de metanol com cerca de 50%. No segundo estagio adiciona-se hidréxido de sédio (30% m/m,
base biomassa) que permite a remogéo da lenhina (Lindner e Wegener, 1988). A principal
desvantagem destes métodos prende-se com a presenca dos solventes utilizados, que podem
causar fendmenos de inibicdo durante a hidrolise enzimatica e a fermentagdo (Alvira et al.,
2010; Binod et al., 2010; Kumar e Sharma, 2017).
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Aqua Liguida Sobreaquecida

A 4gua liquida sobreaquecida (LHW) é um pré-tratamento hidrotérmico que utiliza
apenas agua como reagente, o que desde logo é uma vantagem, pois ndo sdo necessarios
equipamentos com material anticorrosivo. Este processo ocorre sob pressdo (no maximo 15
MPa) de forma a manter a 4gua no estado liquido a temperaturas elevadas (170-230°C), durante
cerca de 15 minutos. Os grupos acetilo e acidos urdnicos associados as hemiceluloses séo
libertados. Estes compostos diminuem o pH do meio e catalisam a reacdo de hidrolise das
hemiceluloses, o que, dependendo das condi¢cdes operatorias, pode conduzir a formacdo de
furfural e de HMF. No entanto, este problema pode ser minimizado se o pH for mantido entre
4 e 7. Com este tratamento consegue-se a dissolucdo de 22 a 60% da biomassa, a remocéo de
22% da celulose e grande parte das hemiceluloses. As desvantagens deste método de pré-
tratamento prendem-se com os elevados gastos de dgua e de energia (Alvira et al., 2010; Balat,
2011; Kumar e Sharma, 2017).

e Pré-Tratamentos Fisico-Quimicos

Explosdo a VVapor

A explosdo a vapor € o pré-tratamento hidrotérmico mais utilizado em biomassa
lenhocelulésica. Esta tecnologia consiste na injecdo de vapor saturado de alta pressdo sobre a
biomassa (sem necessidade de reducdo excessiva do tamanho de particula), aumentando a
temperatura até cerca de 160 a 260°C e mantendo-a durante alguns segundos a minutos,
dependendo do tipo de material. Isto faz com que ocorra hidrélise e libertacdo das
hemiceluloses. Posteriormente, a pressao € rapidamente reduzida até a pressdo atmosférica, o
que provoca a rutura da matriz de lenhina, aumentando a acessibilidade a celulose. Tal como
acontece no tratamento com agua liquida sobreaquecida, hd formacao de compostos inibidores
da hidrolise e da fermentacdo. A explosdo a vapor, comparativamente a fragmentacdo
mecanica, requer menos de 70% da energia gasta (Alvira et al., 2010; Balat, 2011; Wood et al.,
2016). Para além da formacdo de compostos inibidores, a explosdo a vapor tem como
desvantagem a necessidade de lavagem da biomassa pré-tratada, havendo perdas de materia
entre 20 a 25% (Fang et al., 2011).

De forma a melhorar o desempenho deste processo, pode utilizar-se um catalisador acido,
como H2SO4, SOz ou CO». Esta alteracdo é comparada a um pré-tratamento com &cido diluido,

resultando na remogédo completa das hemiceluloses, na diminui¢do da producdo de inibidores
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(visto a temperatura processual ser mais baixa) e na melhoria da hidrélise enzimatica do residuo
solido (Jorgensen et al., 2007; Kumar e Sharma, 2017; Alvira et al., 2010).

Explosdo de Fibras com Amoniaco (AFEX)

A explosdo com amoniaco é um pré-tratamento fisico-quimico semelhante a exploséo a
vapor, pelo que o tamanho da particula também ndo necessita de ser muito reduzido para manter
a sua eficacia. A biomassa lenhocelulésica € aquecida, utilizando amoniaco anidro no estado
liquido (1 a 2 kg por kg de biomassa seca), até uma temperatura entre 60 e 100°C, a uma pressado
superior a 3 MPa, durante cerca de 30 a 60 minutos, havendo de seguida uma descompressao
brusca. A rapida expansdo do gas de amoniaco provoca a dilatacdo e a rutura das fibras
lenhocelulésicas, modificando ou removendo a fragcdo de lenhina e ficando com um material
solido pre-tratado, constituido essencialmente por celulose (com menor cristalinidade) e
hemiceluloses. Nos vérios estudos realizados, este método revelou-se eficaz no tratamento de
materiais com teores de lenhina mais baixos (caso das palhas de cereais), permitindo obter
rendimentos de hidrolise superiores a 90%, visto ndo ocorrer a formacdo de compostos
inibidores. De modo a reduzir 0s custos processuais e a minimizar o impacto ambiental, o
amoniaco deve ser recuperado e reutilizado (Alvira et al., 2010; Binod et al., 2010; Kumar e
Sharma, 2017).

Explosdo com CO2 Supercritico

Neste método de tratamento da biomassa lenhoceluldsica, o CO2 em solucdo aquosa
forma é&cido carbdnico, que favorece a hidrélise das hemiceluloses. O conceito de pré-
tratamento com exploséo utilizando CO> supercritico € muito semelhante ao método AFEX e &
explosdo a vapor, e surge no sentido de reduzir os custos e a formacdo de inibidores
relativamente aqueles métodos. Para além disso, 0 CO2 ndo é toxico, ndo é inflamavel e pode
ser facilmente recuperado. No entanto, este método ainda néo é aplicavel a escala industrial por

ndo ser economicamente viavel (Alvira et al., 2010).

e Pré-Tratamentos Bioldgicos
Grande parte dos microrganismos existentes ndo sdo capazes de degradar e utilizar
celulose e hemiceluloses. Neste pre-tratamento, utiliza-se o unico tipo que evoluiu no sentido
de degradar lenhina, pela acdo de enzimas, tais como peroxidases e lacases, convertendo-a em

COs.. Esse microrganismo é um fungo filamentoso designado por fungo de podriddo branca, do
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qual sdo exemplo as seguintes espécies: Phanerochaete chrysosporium, Ceriporia lacerata,
Cyathus stercolerus, Ceriporiopsis subvermispora, Pycnoporus cinnarbarinus e Pleurotus
ostreaus. Comparativamente a outros métodos de pré-tratamento, este € realizado a temperatura
ambiente, ndo utiliza compostos quimicos, possui um baixo consumo energético e €
considerado um processo eficiente e ecoldgico. No entanto, apresenta algumas desvantagens
como existir a possibilidade dos fungos consumirem celuloses e hemiceluloses, serem inibidos
por compostos derivados da lenhina e o facto de ser um processo muito lento, tornando-o pouco
atrativo para aplicacao a escala industrial (Binod et al., 2010; Balat, 2011; Kumar e Sharma,
2017).

e Selecdo do pré-tratamento mais adequado a palha de arroz

Como ja foi referido, a escolha do pré-tratamento deve ter em conta a diversidade e
variabilidade do tipo de biomassa. Neste trabalho, como a matéria-prima utilizada € palha de
arroz, ndo é necessario um tratamento tao severo como se se tratasse de madeira de folhosas ou
de resinosas, uma vez que este material ndo possui uma estrutura tdo rigida e tem, na sua
constituicdo, um menor teor de lenhina. O método de pré-tratamento alcalino apresenta
inlmeras vantagens, entre elas, o elevado rendimento em acucares, a baixa formacdo de
inibidores, condicdes de operacdo pouco severas, utilizacdo de temperaturas baixas,
aplicabilidade a escala industrial e a possibilidade de reutilizacdo dos reagentes utilizados. Para
além disso, e comparativamente aos tratamentos hidrotérmicos ou com acido, o pré-tratamento
alcalino aumenta a digestibilidade da celulose, solubiliza mais eficazmente a lenhina e
solubiliza menos celulose e hemiceluloses (Alvira et al., 2010; Menon e Rao, 2012). Tendo em
conta as vantagens apresentadas e os equipamentos disponiveis, a presente dissertacdo vai dar
destaque ao tratamento alcalino como método de pré-tratamento da palha de arroz para a
producdo de bioetanol. Aliado ao tratamento alcalino é necessaria uma fragmentacao mecanica
prévia, sendo que esta deve ser sempre a menor possivel, de forma a minimizar os custos
energeéticos do processo (Balat, 2011; Harun e Geok, 2016). Na Figura 8 esta esquematizado o
mecanismo de quebra de ligagdes a e B-aril-éter em estruturas com grupos fenolicos livres (mais
abundantes em gramineas) e das ligagdes entre hidratos de carbono e lenhina, pela aplicagdo do

pré-tratamento alcalino.
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Figura 8. Esquema da quebra de ligacbes: a) a-aril-éter e b) p-aril-éter da lenhina e c) éster entre hidratos de carbono e
lenhina, por acdo do pré-tratamento alcalino (adaptado de Fengel & Wegener, 1984; Chundawat et al., 2010).

Na Tabela 4 encontram-se apresentadas as condi¢Ges e 0s principais resultados obtidos
de diferentes pré-tratamentos presentes na literatura. Por vezes, e dependendo das propriedades
requeridas para a utilizacdo final do material, pode existir a combinacdo do tratamento alcalino
com outros, da mesma ou de outra natureza, como por exemplo, o tratamento alcalino seguido
do tratamento com &cido diluido (como o exemplo mostrado na Tabela 4). Desta forma, é
possivel aplicar o conceito de biorrefinaria integrada, uma vez que: i) com o licor do tratamento
alcalino sdo removidos os grupos acetilo, os acidos urénicos e uma parte significativa de
lenhina, que pode ser precipitada e utilizada para producao de energia; ii) no licor do tratamento
acido séo solubilizadas as hemiceluloses que, sendo previamente neutralizadas, podem ser
fermentadas; iii) a fracdo solida contendo celulose pode ser sujeita a uma hidrélise seguida de
fermentacdo (Binod et al., 2010; Abraham et al., 2016).

O tratamento com hipoclorito de sodio também é um tratamento alcalino, mas este
reagente funciona, igualmente, como agente de branqueamento, pelo que pode ser aplicado
sozinho ou, para melhores resultados, como complemento de outro pré-tratamento, quando o
objetivo é reduzir o teor de lenhina insolGvel. A aplicagdo deste composto assemelha-se ao pré-
tratamento oxidativo (Remli et al., 2014; Nasri-Nasrabadi et al., 2014).
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Tabela 4. Diferentes condi¢des de pré-tratamento da palha de arroz (PA) e seus resultados. (*)

Condicgdes operatdrias

Pré-tratamento - Resultados Referéncia
Particula [Reagentes] S/L ou [PA] T, 6P, A
- x . . Zhang e Cai
Alcalino: NaOH 1-2cm 2% 1:4 85°C; 1h Remocéo de hemiceluloses (61.1%) e lenhina (36.2%) (2008)
Acido diluido (12 etapa) .
125-165°C; 2-5 min Chen et al.
x a 2o 0 ; . . 0
Explosdo a vapor (2 2cm 1-8.0% (m/m) 15% (m/m) 180°C: 20min: 9.8bar Rendimento total de hidrélise de 75% (20112)
etapa)
. . ) . . Watanable
Alcalino: Ca(OH): <0.5mm 5% (m/m) 1:4 120°C; 1h 38.0 g/L de etanol produzido no SSF (rendimento 85.2%) etal. (2012)
Liquidos 16nicos: 0 o Remocéo de lenhina de 61.3%, 53-72% de residuo recuperado, Hou et al.
[Ch][AA] lls 50-400 im 1911/50 mgea 5% (m/m) 90°C; 05-34h rendimento em glucose de 71-87% e de xilose de 33-42% (2012)
Alcalino: NaOH 2mm 2%]5% (m/v) 1:10 121°C; 15min; 15psi Rendimento de acucares simples 70.1%
Alcalino: KOH 2mm 2%]5% (m/v) 1:10 121°C; 15min; 15psi Rendimento de acucares simples 74.7% Remli et al.
Alcalino: Ca(OH)2 2mm 29%[5% (M/v) 1:10 121°C; 15min; 15psi Rendimento de acticares simples 68.6% (2014)
Alcalino: NaOCI 2mm 2%]5% (m/v) 1:10 121°C; 15min; 15psi Rendimento de acucares simples 57.1%
LT a . - oC- O-
Autohidrolise (1 eFapa) 1:10 (m/m) 195-220°C; 0-24 h Aumento da digestibilidade enzimética 33% (n&o tratada) para Moniz et al.
Organosolv etanol|agua) <6 mm .
. ) 86% (combinado) (2015)
(22 etapa) 6.7-71.9%(m/m) 1:10 (m/m) 30°C; 150 rpm
po - - 3 - -
Alcalino: NH:OH 0.3-1mm 5.20% 110 120°C: 60 min Remocéo parcial de Ie,:nhlna e_ 78.4% de rendimento de _ Swain e
acucares simples Krishnan,(2015)
Extrusdo (12 etapa) . . . .
. 2 kg 120 rpm Rendimento de glucose até 67% e de xilose até 50%
. -159
Alcalino: Ca(OH): 20-40 mesh 5-15% (m/mpa) 5% (Miv) 250C: 72h [Ca(OH)2] 6tima = 8% Gu et al. (2015)
(22 etapa)
Acido: 4cido maleico <1 mm 0.2-7% (M) 17-25% ST 150-190 °C: 0-30 min Pouca lenhina removida, formaga9 de inibidores e rendimento Jung et al.
de glucose até 89.3% (2015)
ino- a
AIC&“Z?AE:)OH (1 1 cmx mm 0.2-0.8% (m/v) 1:6|8/20 50-70°C; 45min Remoc&o de grupos acetilo (98.8%), lenhina (42.3%) e cinzas Castro et al.
. 5-1.59 : ocC- - i T%). .89 i .19
Acido:H:S04 (2* etapa) 0.5-1.5% (m/v) 1:10 121°C; 30-90min (66.7%). Perda de glucanas (2.8%) e hemiceluloses (8.1%) (2016)
Alcalino:NaOH 2mm 2%1]6%|12% (m/v) 1:20 55°C; 1h Remocéo méaxima de lenhina de 79.6% Harun e Geok

(2016)

) Todos os pré-tratamentos apresentados sdo precedidos de uma fragmentagéo mecénica; S/L — razéo sélido/liquido; [PA] - concentracéo palha de arroz; T - temperatura; t - tempo; P - pressdo; A — agitagao.
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2.3.2 Hidrolise dos hidratos de carbono celulésicos

Apds a etapa de pré-tratamento da biomassa lenhocelulésica, e de forma a avaliar a
eficiéncia deste tratamento na conversdo dos hidratos de carbono em agUcares simples para
poderem ser fermentados, realiza-se uma etapa de hidrélise (Balat, 2011). Esta consiste na
quebra das ligacbes glicosidicas e de hidrogenio nas fracdes de celulose e hemiceluloses,
reduzindo-as a monossacarideos, hexoses e hexoses e pentoses, respetivamente. As equacdes
quimicas (1) e (2) traduzem a reacao de hidrdlise da celulose e hemiceluloses (Hamelinck et
al., 2005; Balat, 2011; Singh et al., 2016).

(C¢H1005)n + nH,0 — nCgH;,04 (1)
(CsHgO4)y + nH,0 = nCsH; 05 (2)

Os processos de hidrélise mais comuns sdo por via quimica, hidrolise acida, ou por via
bioldgica, hidrdlise enzimatica. Em ambas existem varios modos de operagdo, sendo que a
escolha do mais apropriado deve ter em conta a origem do material lenhocelulésico, o
microrganismo utilizado na etapa seguinte de fermentacéao e, ndo menos importante, a economia
do processo (Ogeda e Petri, 2010). O tipo de hidrdlise mais utilizado para palha de arroz com

vista a producdo de bioetanol é a hidrdlise enzimatica (Binod et al., 2010).

Hidrolise 4cida

A hidrdlise acida é dos processos de hidrélise quimica mais utilizados, em que se utiliza
acido sulfarico, nitrico, fosférico ou cloridrico como catalisador. Estes acidos podem ser
utilizados concentrados ou diluidos de forma semelhante ao descrito na seccdo dos pré-
tratamentos (Hamelinck et al., 2005; Balat, 2011).

Na hidrdlise com &cido concentrado utilizam-se concentracdes entre 10-30% (no caso do
H>SO4 pode mesmo chegar aos 72%) e temperaturas de operacao baixas, a volta dos 40°C. Com
este metodo obtém-se um elevado rendimento em glucose, cerca de 90%. No entanto, este
processo possui um longo tempo de residéncia, elevado consumo de acido e de energia na sua
recuperacdo, causa a corrosdo dos equipamentos e ainda ocorre a formagdo de compostos
inibidores (Balat, 2011).

Na hidrolise com &cido diluido utilizam-se concentracfes abaixo de 1% e temperaturas
elevadas, que podem chegar aos 215°C. Comparativamente a hidrolise com acido concentrado,
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esta possui um tempo de residéncia muito mais baixo (de alguns segundos a minutos), mas, por
outro lado, produz uma maior quantidade de compostos inibidores e um menor rendimento em
glucose, cerca de 50 a 70% (Hamelinck et al., 2005; Balat, 2011).

Hidrolise enzimética

O processo de hidrolise enzimética recorre ao uso de catalisadores bioldgicos,
denominados enzimas. As celulases s@o as enzimas responsaveis pela hidrdlise da celulose.
Elas sdo produzidas tanto por fungos como por bactérias, mas, comercialmente, as mais
produzidas sdo a partir de espécies fungicas como Trichoderma reesei e Aspergillus niger
(Ogeda e Petri, 2010; Balat, 2011). De forma a ocorrer uma hidrélise completa da celulose séo
necessarias pelo menos trés classes de celulases a operar: as endo-B-1,4-glucanases, as
exoglucanases e as f-glucosidases. As endo-p-1,4-glucanases quebram as ligag¢des internas -
1,4-glicosidicas presentes em zonas amorfas da cadeia de celulose, criando extremidades livres
na cadeia. As exoglucanases, ou celobiohidrolases, atuam sobre as extremidades livres da
cadeia e libertam unidades de celobiose. As B-glucosidases hidrolisam as unidades de celobiose
produzindo glucose (Ogeda e Petri, 2010; Balat, 2011). O mecanismo de atuacao destas trés

classes de enzimas encontra-se esquematizado na Figura 9.
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Figura 9. Esquema do mecanismo de atuagdo do complexo enzimatico de celulases na hidrolise da celulose (adaptado de
Ogeda e Petri, 2010).

Este tipo de enzimas possui uma atividade enzimatica 6tima para pH entre 4 e 5 e uma
temperatura entre 45 e 55°C, o que, comparativamente a hidroélise &cida é uma vantagem, visto
ndo promover a corrosao dos equipamentos (Sun e Cheng, 2002; Ogeda e Petri, 2010; Balat,
2011). Existem varios fatores que afetam a hidroélise enzimatica da celulose, entre os quais, as
condicdes de operacdo (pH, temperatura, carga enzimatica e carga de solidos), o substrato, a
inibicdo das B-glucosidases pela glucose e das exoglucanases pela celobiose e a presenca de
compostos de degradacdo dos acucares e da lenhina provenientes da etapa de pré-tratamento.
Dependendo de todos estes fatores, com um processo de hidrélise enzimatica consegue-se um

rendimento de glucose que pode atingir 95% (Jorgensen et al., 2007; Balat, 2011).
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Para a hidrélise das hemiceluloses, devido & sua heterogeneidade, sdo necessarios
sistemas enzimaticos mais complexos. Estes tém na sua composicao as endo-1,4-p-D-xilanases,
as 4-p-D-xilosidases, as acetil-xilano-estereases ¢ as a-L-arabinosidases (Jorgensen et al.,
2007). O ideal seria conjugar a acdo das celulases e das hemicelulases de forma a aumentar a
producdo de aclcares fermentaveis e a reduzir o desperdicio de monossacarideos (Ogeda e
Petri, 2010; Balat, 2011).

2.3.3 Fermentacao

O processo de fermentacdo pode ser realizado recorrendo a um conjunto variado de
microrganismos como leveduras, bactérias ou fungos, que a partir de aclcares fermentaveis
produzem etanol ou outros produtos de valor acrescentado (Balat, 2011). Pela estequiometria
das reacdes de fermentacdo de hexoses (glucose, manose e galactose) e pentoses (xilose e
arabinose) em etanol, equacoes (3) e (4), respetivamente, a producdo tedrica maxima é de 0.51
kg de etanol e 0.49 kg de didxido de carbono por kg de actcar consumido (Hamelinck et al.,
2005).

C¢Hy,04 = 2C,HOH + 2C0, 3)
3C5H;,05 = 5C,H;OH + 5CO0, (4)

Na préatica, este rendimento é inferior, pois o microrganismo também consome

monossacarideos na multiplicacdo e manutencéo celular.

Microrganismo

A selecdo do tipo de microrganismo a usar deve ter em conta uma série de requisitos,
nomeadamente: uma producdo de bioetanol superior a 90% do seu valor teérico, uma tolerancia
ao etanol superior a 40 g/L e uma produtividade superior a 1 g/(Lh). O microrganismo deve
ainda ter a capacidade de crescer em meios de cultura pouco dispendiosos, em pH acido ou
temperaturas elevadas, de forma a evitar contaminacdes, e deve ser resistente a presenga de
inibidores (Balat, 2011; Azhar et al., 2017).

Algumas bactérias como a Escherichia coli, a Klebsiella oxytoca e a Zymomonas mobilis,
tém sido alvo de diversos estudos. Elas possuem capacidade de fermentar eficientemente
glucose a etanol e de forma mais rapida que as leveduras, sendo que a Escherichia coli, e a

Klebsiella oxytoca tém capacidade de metabolizar todos os aglcares provenientes da biomassa
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lenhocelulésica. No entanto, estas bactérias apresentam algumas desvantagens como a baixa
toleréncia a inibidores e ao etanol, assim como o facto de serem cultivadas em pH neutro ou
ligeiramente alcalino (Balat, 2011).

No que respeita as leveduras, a Saccharomyces cerevisiae, mais conhecida como
fermento de padeiro, € o microrganismo fermentativo mais utlizado em processos industriais
de produgdo de bioetanol. Ela fermenta eficientemente hexoses e dissacarideos, como a
sacarose e a maltose. Esta levedura chega a atingir concentracGes de etanol no caldo de
fermentacao de cerca de 162 g/L, mas apresenta a desvantagem de ndo possuir capacidade de
fermentar pentoses. Como alternativa surge a Saccharomyces geneticamente modificada que
tem capacidade de fermentar hexoses e pentoses, no entanto estas estirpes ainda néo estdo
comercialmente disponiveis e possuem problemas de estabilidade. De forma a ultrapassar esta
limitacdo ja se comecam a utilizar leveduras com capacidade de fermentar simultaneamente
hexoses e pentoses, como a Pichia stipitis, Candida parapsilosis, a Pachysolen tanophilus e a
Candida shehatae. Contudo, estas s&o mais intolerantes a inibidores, ao etanol e a varia¢6es de
pH, em comparacdo a Saccharomyces cerevisiae (Mendes et al., 2009; Mendes et al., 2011;
Balat, 2011; Azhar et al., 2017).

Regime de Operacdo

O processo de fermentacdo pode ser realizado em regime de operacdo descontinuo
(batch), semi-descontinuo (fed-batch) ou continuo. A escolha do tipo de regime mais indicado
depende, essencialmente, da cinética dos microrganismos, do tipo de matéria-prima e da
economia do processo. Em regime descontinuo é adicionada uma determinada quantidade de
meio de cultura e todos os nutrientes necessarios no reator, sendo estes inoculados com o
microrganismo e colocados a temperatura étima para que ocorra a fermentacdo. Este método
permite manter as condicdes de assepsia mais facilmente e requer menos controlo, mas possui
algumas desvantagens como a inibigdo do crescimento celular devido a elevada concentragéo
do substrato, altos custos de operacdo e baixa produtividade. No regime de operacdo semi-
descontinuo a alimentacéo é inserida continua ou periodicamente até atingir o limite estipulado.
Este método é o mais utilizado industrialmente. Permite melhores rendimentos e produtividades
do que em descontinuo, assim como resolve a inibicdo causada pela elevada concentracdo do
substrato e aumenta a concentracdo de células viaveis e o tempo de vida da cultura microbiana.
No regime de operacdo continuo existe a entrada continua de substrato e nutrientes e a saida de

celulas, etanol e aglcares ndo fermentados. Este método permite aumentar a produtividade em

28



APROVEITAMENTO DOS HIDRATOS DE CARBONO CONSTITUINTES DA PALHA DE CEREAIS PARA A PRODUGAO DE BIOETANOL

etanol de 2 para 6 g/(Lh) comparativamente ao regime em descontinuo. O facto do etanol ser
um metabolito primario, isto é, ser formado durante a fase exponencial de crescimento do
microrganismo, € uma grande vantagem para a aplicacdo do regime de operacdo continuo. No
entanto, ndo é muito utilizado porque as células microbianas sdo sensiveis a elevadas
concentragdes de etanol (Carlile, et al., 2001; Chandel et al., 2007; Balat, 2011; Azhar et al.,
2017).

2.3.4 Estratégias de Hidrolise e de Fermentacao
De modo a eliminar a acumulacdo de agUcares que inibem as enzimas e a aumentar a
producdo de bioetanol, os processos de hidrolise e fermentacdo podem ser integrados. As trés
estratégias mais utilizadas sdo: a hidrolise e fermentacdo em separado (SHF), a hidrolise e

fermentacdo em simultaneo (SSF) e o bioprocesso consolidado (CBP).

Hidrolise e Fermentacdo em Separado (SHF)

No processo de hidrélise e fermentacdo em separado, a hidrélise enzimatica da fracdo
pré-tratada de biomassa lenhoceluldsica ocorre num reator diferente da fermentag&o.
Dependendo do microrganismo utilizado, poderd4 ou ndo haver fermentacdo simultanea de
hexoses e pentoses, processo denominado por co-fermentacdo. A grande vantagem do SHF € o
facto de ambos 0s processos ocorrerem com uma composic¢ao quimica ou nutricional e um teor
de solidos adequado, assim como o pH e a temperatura, 45-55°C e 30-38°C, para a hidrélise e
para a fermentacéo, respetivamente. E de realcar que estes sdo valores tipicos e, como tal,
variam com o tipo de microrganismo utilizado. Por outro lado, com a utilizacdo deste processo
ocorre a inibi¢ao das B-glucosidases pela elevada concentragéo de glucose na etapa de hidrolise,
sendo necessario utilizar uma menor carga de solidos e maior carga de enzimas para minimizar
este problema (Balat, 2011; Paulova et al., 2015).

Hidrolise e Fermentacdo em Simultaneo (SSF)

No processo de hidrdlise e fermentacdo em simultdneo os dois processos referidos
decorrem simultaneamente no mesmo reator. Este processo aumenta o rendimento de producéo
de etanol e elimina o efeito inibitorio da glucose, uma vez que a medida que decorre a hidrolise
0 microrganismo fermentativo consome os seus produtos. Para além disto, permite o aumento

do rendimento da hidrdlise, a reducéo da carga enzimética necesséria, a diminuigdo do tempo
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de processamento e o decréscimo dos custos processuais. No entanto, este método possui a
desvantagem da reducdo da temperatura 6tima de hidrolise de 50°C para cerca de 38°C, de
forma a ficar mais proxima da temperatura 6tima de fermentacdo dos microrganismos, que €
cerca de 30°C. Esta variagdo tem como consequéncia a diminui¢do da taxa de conversao
enzimatica. Como alternativa, podem utilizar-se microrganismos geneticamente modificados
ou termotolerantes. Tal como no SHF, no SSF também pode ocorrer co-fermentacdo, logo que
se utilize um microrganismo com capacidade de fermentar simultaneamente hexoses e pentoses
(Balat, 2011; Paulova et al., 2015).

Bioprocesso Consolidado (CBP)

O bioprocesso consolidado consiste na realizacdo simultanea da producdo de enzimas,
hidrolise e co-fermentacdo por um Gnico microrganismo. Entre as vantagens deste método
destaca-se a reducdo significativa dos custos processuais. No entanto, ainda ndo foi encontrado
um microrganismo com os atributos necessarios. Entre 0s que apresentam um maior potencial
para a producdo de bioetanol por CBP destacam-se a E. coli, a Z. mobilis, a K. oxytoca e S.
cerevisiae, sendo que terdo de sofrer modificacGes genéticas de forma a serem estaveis,
produtivas e ndo produzirem um elevado nimero de produtos secundarios (Hamelinck et al.,
2005; Balat, 2011; Paulova et al., 2015).

Na Tabela 5 estdo presentes alguns resultados de processos de hidrélise enzimatica, SHF

e SSF de palha de arroz (PA), utilizando métodos de pré-tratamento alcalino.

Tendo em conta todas as vantagens apresentadas e a disponibilidade de equipamentos no
laboratdrio, no trabalho experimental realizado optou-se pelo pré-tratamento da palha de arroz
com NaOH, com HCI e com HCI seguido de NaOH. Dos tratamentos alcalinos resulta um
material solido constituido por polimeros de celulose e hemiceluloses. Por esse motivo, é de
todo o interesse utilizar o complexo enzimatico Cellic CTec2 no processo de hidrolise
enzimatica, uma vez que ¢ constituido por celulases, hemicelulases e B-glucosidases. A
Saccharomyces cerevisiae, embora possua a desvantagem de ndo fermentar pentoses, foi o
microrganismo selecionado para o processo de fermentacéo, visto ter a capacidade de produzir
etanol até uma concentracdo de cerca de 20% (v/v) (o equivalente a 162 g/L) no caldo de
fermentacdo, ser tolerante a presenca de inibidores e de etanol e possuir a capacidade de crescer

em meios de pH acido.
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Tabela 5. Resultados de hidrolise enzimatica (HE), SHF e SSF da palha de arroz (PA).

Pré-Tratamento E.H.F. Substrato Enzima Microrganismo T;t; A; pH Rendimento Referéncia
Extruséo/ Chenetal.
o 0, _ or- . -4, 0
Acido diluido HE 2% (m/v) PA Spezyme CP (20 FPU/gcelulose) 50 °C; 72 h; 100 rpm; 4.8 80% (2011b)
NaOH HE 5%(m/v) PA Celluclast 1.5L (10 FPU/gra) - 50°C;72h; 150rpm;4.8 55.5 Qagiicar/L
KOH HE 5%(m/v) PA Celluclast 1.5L (10 FPU/gra) - 50°C;72h; 150rpm;4.8 59.9 Qagiicar/L Remli et al.
Ca(OH)2 HE 5%(m/v) PA Celluclast 1.5L (10 FPU/gra) - 50°C;72h; 150rpm;4.8 41.5 Qagucar/L (2014)
NaOCI HE 5%(m/v) PA Celluclast 1.5L (10 FPU/gpa) - 50°C;72h; 150rpm;4.8 21.1 Qagicar/L
. Swain e
Cellic CTec2 (30 FPU/gra) .
0, _ o - . . .
NH4OH HE 10%(m/v) PA Cellic HTec2 (30 FPU/ges) 50°C;72h; 150rpm;4.8 69.4 Qagicar/L Krishnan
(2015)
P Celluclast 1.5L (20 FPU/gpa) Amnuaycheewa
0, - or- . . .
Acido diluido HE 2.5% (miv) PA Novozyme 188 (100 CBU/gea) 45°C; 72 h; 200 rpm ;4.7 0.430agtcar/grA et al. (2016)
L NS220086 (50 FPU/gra) Chang et al.
0, _ oC- . . _ 2K[0,
Liquidos io6nicos HE 2.5% PA NS221118 (40 CBU/ges) 50 °C; 72h; 150rpm; 4.8 30 - 35% (2016)
Cellic® CTec2 > 80% para
x . . Wood et al.
Exploséo a vapor HE 5% (m/v) PA Cellic® HTec2 - 50°C; 96 h; 5.0 Cellic CTec2 (2016)
(0-22 FPU/Qcetulose) >7 FPU/geelulose
S. cerevisiae NBRC 0224
. 30°C; 72h 38.0 /L
Ca(OH) SSF 20% (m/m) PA Celluclast 1.5L (12 FPU/gpa) (livre) geton Watanable
2 Novozyme 188 (30 CBU/gra) S.cerevisiae NBRC0224 et al.(2012)
. . 30°C; 72h 34.3 getor/L
(imobilizada)
Hidrolisado: S.cerevisiae MTCC1033 30°C; 18h; 200rpm 21.0 getonlL Swain e
51.4 /L;
NHOH SHF gg'_“wse/ . - Krishnan
16.4gsxilose/L; C. tropicalis Y-27290 30°C;18h; 200rpm 26.2 geton/L (2015)
1.5@arabinose/ L
NaOH/ . . Castro
0, - o
HaSOu SSF 8.0% (m/v) PA Cellic CTec2 (20 PU/gcelulose) K. marxianus NRRY-6860 43 °C;48h 20.4 geton/L et al.(2016)
x . . Wood et al.
Exploséo a vapor SSF 5.0% (m/v) PA Cellic CTec2 (20 FPU/gbs) S. cerevisiae NCYC 2826 25°C; 96 h 90% (2016)
Celluclast 1.5L (20 FPU/gpa) - Salehi et al.
0, Vel .
Na2COs SSF 5.0% (miv) PA Novozyme 188 (30 1U/gea) S. cerevisiae CCUG 53310 38°C; 72 h; 80rpm 0.18 getor/gea (2012)

E.H.F. - Estratégia de Hidrolise e Fermentacdo; T - temperatura; t - tempo; A - agitagdo
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 CARATERIZACAO QUIMICA DA PALHA DE ARROZ

A matéria-prima utilizada neste trabalho ¢é palha de arroz proveniente do cultivo de arroz
Carolino na regido do Baixo Mondego, pertencente a espéecie Oriza sativa L. e subespécie
Japonica. A sua caraterizacdo quimica foi realizada tendo em conta 0s seguintes parametros:
teor de solidos e de cinzas, extrativos em etanol, lenhina soltvel e insoltuvel e hidratos de
carbono. Esta caracterizacdo, bem como a preparagdo das amostras foram realizadas tendo em
conta os protocolos do Laboratorio Nacional de Energia Renovavel dos EUA: NREL/TP-510-
42620, NREL/TP-510-42621, NREL/TP-510-42622, NREL/TP-510-42619, NREL/TP-510-
42618. A forma como estes parametros foram determinados encontra-se esquematizada na

Figura 10 e o protocolo detalhado no Anexo I.

Palha de Arroz

| Moagem e Peneiracio |

|

Palha de Arroz Palha de Armroz
<
0.210 —0.841 mm 0'21fmm
Fragdo liquida N l | Secacem a 105°C |
| Secagem a 105°C «— | Fxtragdo | Secagem a 105°C | il -
° (Etanol) l l
l l Fragdo solida Solidos | Incineracdo a 575°C |
Extrativos . .
(gravimelria) Hidrolise Acida (gravimetria) l
- H,80,: 72% (1h, 30°C) + 4% (1h, 121°C)
Cinzas
Fragao solida Y Fracio liquida (gravimetss
_ Lavagem 4—| Filtragdo a vicuo -
(Agua destilada)
Filtragdio a v | v .
| 4640 a vacuo Lenhina SD1U\ el . Neutralizagio
(Espectrofotometria UV-Vis) (Caco;)
A
| Secagem a 105°C | l
l Acgiicares Monoméricos
(HPLC)

Lenhina Insohivel
(gravimetria)

Figura 10. Esquema experimental para a determinagdo da composicao quimica da palha de arroz.
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3.2 EXTRATO ENZIMATICO

Com o intuito de hidrolisar os hidratos de carbono em acgucares fermentaveis utilizou-se
o complexo enziméatico Cellic CTec2 fornecido pela Novozymes. Este é constituido por
celulases, hemicelulases e B-glucosidases e a temperatura para a qual a sua atividade é maxima
estd compreendida entre 45 e 50°C com o pH do meio de cerca de 5.0 a 5.5.

A atividade enzimatica foi previamente avaliada para a temperatura de 38°C (temperatura
aque ocorre 0 SSF) e para 50°C (temperatura 6tima a que ocorre a hidrdlise enzimética) (Ghose,
1987; Mendes et al., 2016). Na Tabela 6 estdo presentes os valores da atividade enzimética para

as temperaturas referidas.

Tabela 6. Atividade hidrolitica do complexo enzimético Cellic CTec 2 a 38 e a 50°C.

Atividade enzimatica

Enzima (FPU/mL de solucéo de enzima)
38°C 50°C
Cellic CTec 2 59.7 148.0

A unidade FPU (Filter Paper Unit) na qual se traduz a atividade enzimatica corresponde
a quantidade de enzima necessario para, a partir da hidrolise de 50.0 mg de papel de filtro,
produzir 2.0 mg de glucose durante 1 hora de reacéo.

3.3 MICRORGANISMOS USADOS EM SSF

No presente trabalho utilizou-se a levedura Saccharomyces cerevisiae ATCC 26602 nos
ensaios de SSF. Antes de cada ensaio é preparado o in6culo em meio liquido para que a levedura
se multiplique e seja posteriormente adicionada ao processo. A preparagdo do meio de cultura
é realizada em frascos autoclavaveis de 100 mL, sendo que a solucdo de glucose deve ser
esterilizada (autoclave a 121°C durante 15 minutos) em separado dos outros nutrientes. No
final, os nutrientes sdo adicionados num erlenmeyer esterilizado junto a chama do bico de
Bunsen, séo inoculados com a levedura e tapados com algoddo hidrofobo e papel de aluminio
(para reduzir a entrada de oxigénio). A cultura é entdo colocada numa incubadora orbital
durante cerca de 12 horas a 30°C e 150 rpm. A composi¢do do meio de cultura utilizado esta

presente na Tabela 7.
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Tabela 7. Composi¢do do meio de cultura liquido para leveduras (adaptado do site da ATCC).
Meio de cultura liquido

Concentracéo (g/L)

Glucose 10
Extrato de malte 3
Extrato de levedura 3
Peptona 5

Agua Até perfazer o volume determinado

Com o intuito de reduzir os custos processuais foi testado o uso de um meio de cultura
alternativo, cuja composicao quimica se encontra na Tabela 8.

Tabela 8. Composicéo do meio de cultura liquido alternativo para leveduras (adaptado de Saghbini et al., 2001).
Meio de cultura liquido

Concentracéo (g/L)

Glucose 10

Sulfato de amoénio 5
Hidrogenofosfato de potéssio anidro 1
Sulfato de magnésio heptahidratado 0.5
Cloreto de sodio 0.1

Cloreto de célcio dihidratado 0.1

Agua Até perfazer o volume determinado

A preparacdo do meio de cultura alternativo e do inoculo € realizada da mesma forma que

o anterior, sendo que a esterilizacdo dos sulfatos e dos cloretos deve ser realizada
separadamente.

3.4 PRE-TRATAMENTO DA PALHA DE ARROZ

A palha de arroz utilizada nos pré-tratamentos foi previamente moida (moinho Restch
modelo 5657) e peneirada de forma a obter uma gama de tamanhos de particula compreendida

entre 1.00 e 5.66 mm. O procedimento experimental utilizado no pré-tratamento da palha de
arroz encontra-se esquematizado na Figura 11.
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Moagem e Pensiragio Solidos
{1-5.66 mm) Secagem 8 105°C  |=% (o ovimetria)

L Solugio HCI0.36% (m/m) l
Tratamento NaOH R L | TratamentoHCl
(80 2 150 mexacr/es, 702 121°C, 12 2y | ¥ Solusdo NaOH (121°C, 1)
Arrefecimento Arrefecimento
(Banho de gelo) (Banho dz gelo)

I

|

Filtragio Filtragio
(60 mesh) (60 mezh)
Frado liquida | Fracio solida
e A farao sov Fragio zohda
l L ¥
1 S . Lavagem
Neutralizagio ) Lavagem . Avagem
(HC10.5 M) (Agua destilada até pH=6.3) [ (Agua destilada até pH=6.3)
l Solugie NaOH L
¥
: x 459 Tratamento NaOH
e Secagem 2 47C — ez, 121°C, 122h)
' ¥
l Noazem Arrefecimento
Agicarss Monoméricos 20 mezh) (Banhe de gelo)
(HPLC)
| !
Analize: Solidos Fragio solida Filtracio
Cinzas (60 mesh)
Lenhina zolivel e insohivel
Agicares hMonoméricos

Figura 11. Representacdo esquematica dos pré-tratamentos.

Nalguns ensaios foi determinado o rendimento do processo de pré-tratamento para se

poder contabilizar o material dissolvido (equagéo 5):

Massa pa pré-—tratada (&) x 100 (5)

Rendimentop ¢_tratamento =
massa pa original (g)

O componente dissolvido/removido com o pré-tratamento é contabilizado através do

balango massico a cada componente (equacéo 6):

Componente removido (%)
_ fragéo maSSicaCOmponente PA original — fra(;éo maSSicaComponente PA pré—tratada % 100 (6)

fra(}ao masswaComponente PA original
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A frag8o méssica do componente em PA pré-tratada na base PA original é calculada através da
multiplicacdo do valor da fracdo méssica desse componente na PA pré-tratada pelo rendimento

do pré-tratamento.

3.4.1 Pré-tratamento com NaOH

As amostras de palha de arroz previamente moidas (1.00-5.66 mm) foram submetidas a
um pré-tratamento com NaOH. Numa primeira fase utilizaram-se 5 g de biomassa (base seca)
e um volume de 150 mL de solugdo de NaOH, o que se traduz numa razéo liquido/sélido de 30.
Nas experiéncias realizadas foi variada a temperatura, a concentra¢do da solucdo, o tempo de
pré-tratamento e a agitacdo. Tendo em conta as condi¢bes e os resultados dos tratamentos
alcalinos apresentados por Remli et al. (2014) e Harun e Geok (2016), Tabela 4, optou-se por
aumentar a razdo liquido/sélido (de 10 e 20 para 30, valor a ser otimizado no futuro), diminuir
a carga alcalina (reduzindo os gastos com reagentes) e fez-se variar a temperatura e o tempo do
tratamento para identificar as condi¢Bes que levassem a obtencdo dos melhores resultados em
conjunto com 0s menores gastos possiveis. As condi¢des dos diferentes ensaios realizados estao

presentes na Tabela 9.

Tabela 9. CondicGes de operacdo dos ensaios de pré-tratamento da palha de arroz (PA) com NaOH.
Ensaio N1 N2 N3 N4 N5 N6 N7 N8 N9

T (°C) 70 70 90 90 121 121 121 121 121

[NaOH] mg/gea 80 100 80 100 80 100 100 120 150

t (h) 1 1 1 1 1 1 2 2 2

o (ciclos/min) 100 100 100 100 0 0 0 0 0

Os ensaios até T=90°C foram feitos num banho de 4gua onde se usaram baldes erlenmeyer
de 250 mL e os ensaios a T=121°C foram realizados numa autoclave em frascos de vidro de
250 mL. Numa segunda fase foram selecionados os ensaios em que se obtiveram melhores
resultados, N8 e N9, e foi realizado um pequeno aumento de escala, tendo sido repetida a reacdo
num frasco de 1 L com 900 mL de solugcdo de NaOH e 30 g de palha de arroz em base seca,
ensaios NA8 e NA9 (de modo a obter-se quantidade suficiente de palha pré-tratada a utilizar

nos ensaios de SHF e SSF). No final do tratamento, os frascos foram colocados num banho de
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gelo para parar a reacdo, seguidamente o seu contetdo foi filtrado utilizando uma malha de 60
mesh e o licor (frag&o liquida) foi neutralizado com uma solugdo de HCl a 0.5 M até pH entre
5 e 6. Posteriormente foi filtrado por um filtro de seringa de 0.2 um e injetado na coluna de
HPLC para determinacédo dos acUcares dissolvidos. A fracdo solida pré-tratada foi lavada com
agua destilada atée pH=6.5, depois foi seca a 45°C durante cerca de 16 horas e foi moida (20
mesh). Por fim, seguindo o protocolo utilizado para a caraterizacdo quimica da palha de arroz
tal qual, foi determinado o teor de solidos, de cinzas, a lenhina soltvel e insoltvel e os hidratos

de carbono na amostra de palha de arroz pre-tratada.

3.4.2 Pré-tratamento com HCIl e combinado com NaOH

Em ambas as variacGes do pré-tratamento utilizou-se 5 g de palha de arroz (base seca)
previamente moida (1.00 - 5.66 mm) e uma relacao liquido/sélido de 30. O pré-tratamento &cido
seguido de alcalino € realizado com o intuito de verificar de que forma esta combinagao poderia
ser mais vantajosa na remocéo de lenhina e no aumento da fragdo de celulose na biomassa em
relacdo ao pré-tratamento alcalino. De forma a ser possivel esta comparacdo, optou-se por
utilizar uma concentracdo 120 mgnaon/gra (concentragdo usada no ensaio N8). A concentragdo
de acido foi definida tendo em conta a utilizada por Barana et al. (2016) num pré-tratamento
semelhante para fracionamento da biomassa lenhocelulésica e a gama de concentracfes
utilizada por Jung et al. (2015) e Castro et al. (2016). As diferentes condi¢cbes em que se

realizaram 0s ensaios estao presentes na Tabela 10.

Tabela 10. Condi¢Bes de operacéo dos ensaios de pré-tratamento com HCI e combinado com NaOH.

Ensaio H1 HN1 HN2

[HCI] (% m/m) 0.36 0.36 0.36
t e (h) 1 1 1

[NaOH] mg/gea - 120 120
t NaoH (h) - 1 2

Os trés ensaios apresentados foram realizados a T=121°C na autoclave em frascos de
vidro de 250 mL. O primeiro ensaio, H1, foi realizado apenas com HCl a 0.36% (m/m) durante
uma hora. Nos ensaios HN1 e HN2 foi realizado igualmente o tratamento com HCI durante
uma hora, o material solido pré-tratado foi lavado com agua destilada até que esta no final da
lavagem possua um pH=6.5 e foi submetido a segundo pré-tratamento com NaOH. Este foi
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realizado a 121°C, com uma concentracdo de 120 mgnaor/gra durante uma hora, ensaio NH1,
ou durante duas horas, ensaio NH2.

No final de cada ensaio os frascos de vidros foram colocados num banho de gelo com o
intuito de parar a reacdo. Posteriormente a palha de arroz foi filtrada (60 mesh) e lavada com
agua destilada até pH=6.5. De seguida foi colocada a secar a 45°C durante 16 horas e foi moida
(20 mesh). No final, determinou-se o teor de sélidos, de cinzas, a lenhina solGvel e insoltvel e
os hidratos de carbono na amostra de palha de arroz pré-tratada de acordo com os protocolos

utilizados na caraterizacédo da palha de arroz tal qual.

3.5 PROCEDIMENTO DE HIDROLISE ENZIMATICA

O procedimento experimental utilizado nos ensaios de hidrélise enzimatica encontra-se

esquematizado na Figura 12.

Palha de Arroz — | Hidrolise Enzimatica l¢——— Solucdo de Enzima

(50°C, 150 rpm, pH 5.0)

;

Amostras
(1.5mL)

(Cellic CTec2+ Tampéo citrato 0.05M)

Centrifugacio
(3500 rpm; 15 min)

lFragﬁo liquida

Acticares Redutores
(Espectrofotometria UV-Vis)

Figura 12. Representacdo esquematica dos ensaios de hidrdlise enzimatica.

Nos ensaios de hidrdlise enzimatica comegou por se estudar a influéncia do teor de
lenhina da palha de arroz pré-tratada no rendimento da hidrélise, com o intuito de avaliar a
eficacia do pré-tratamento realizado. Para o efeito utilizou-se palha proveniente do ensaio N7,
N8 e N9 moida (0.841 mm — NM7, NM8 e NM9). Para comparar com esses ensaios e
comprovar a sua ineficiéncia, realizou-se também um ensaio de hidrolise enziméatica com palha
de arroz tal qual moida (0.841 mm - PAM). Realizaram-se também ensaios utilizando a palha
pré-tratada dos ensaios N5 e N6 tal qual e moida, 0.210-0.841 mm (NM5 e NM6), de forma a

avaliar a influéncia do processo de moagem. Nestes ensaios preliminares de hidrolise
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enzimatica, efetuados para avaliacdo da eficacia do pré-tratamento aplicado, a carga enzimética
utilizada foi 20 FPU/gHc, seguindo o protocolo NREL/LAP-009. Com a palha de arroz
resultante dos pré-tratamentos com aumento de escala, NA8 e NA9, realizaram-se novos
ensaios de hidrolise enzimatica em diferentes condicdes, nomeadamente a carga de enzima
aplicada (15 FPU/gHc, de acordo com o estudo efetuado por Mendes et al., 2016). Estes ensaios
decorreram de modo a testar a viabilidade técnica do processo SHF sobre a palha de arroz pré-
tratada. As condigdes em que se realizou cada um destes ensaios estdo presentes na Tabela 11,
onde o substrato ¢ referido como “Hidratos de carbono presentes na amostra — HC”, tendo por

base a sua quantidade determinada por HPLC nas amostras pré-tratadas e na palha original.

Tabela 11. Condig8es de operacdo dos ensaios de hidrolise enzimatica.

Ensaio N5 NM5 N6 NM6 NM70 NM8M NMI® PAM NA8 NA9> NA8 NA9

MassaHC (g) 0.50 050 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 050 695 695 695 6.95

Carga total de

solidos (%) 20 320 285 285 3.45 3.37 3.07 449 1594 1598 1594 15.98

w

Carga
enzimética 20 20 20 20 20 20 20 15 15 15 15 15
(FPU/gHc)
tuasie () 24 24 24 24 24 24 24 24 72 72 72 72
Viw(ml) 20 20 20 20 20 20 20 20 50 50 50 50
Regime de D D D D D D D D D D S S
operagio

D — Descontinuo; S — Semi-descontinuo; *) _ Ensaios realizados em duplicado.

Estes ensaios foram realizados em bal6es erlenmeyer de 50 mL para os ensaios
preliminares e 150 mL para os restantes. Nos ensaios preliminares estabeleceu-se um volume
de suspensdo de 20 mL, uma massa de hidratos de carbono (HC) de 0.5 g e uma carga
enzimatica de 20 FPU/gnc. Nos segundos ensaios estabeleceu-se um volume de suspenséo de
50 mL, utilizou-se uma massa de 6.95 g de hidratos de carbono e 15 FPU/gHc. Nos ensaios
realizados em regime semi-descontinuo as adi¢Ges de palha de arroz e de solugdo enzimética
foram feitas no inicio do processo de hidrdlise e por mais trés vezes, no final de se retirarem as
trés primeiras amostras. Os valores detalhados de todas as quantidades utilizadas em cada
ensaio estdo presentes no Anexo Il.

No baldo comegou-se por colocar a palha de arroz. Em paralelo, colocou-se o volume
necessario de enzima num tubo de ensaio e adicionou-se tampéo citrato a 0.05 M (pH=5) até
perfazer o volume de solucéo enzimatica requerido. Ambos foram colocados numa incubadora
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orbital até a sua temperatura estabilizar nos 50°C. Posteriormente, a solu¢do enzimatica foi
adicionada a palha de arroz e a mistura foi colocada numa incubadora a 50°C e 150 rpm.
Durante o tempo em que decorreu a hidrélise foram retiradas amostras de 1.5 mL. Estas foram
centrifugadas a 3500 rpm durante 15 minutos e o sobrenadante foi analisado pelo método de

determinacdo dos agucares redutores modificado (DNS-modificado).

3.6 PROCESSO SSF

O procedimento experimental utilizado nos ensaios de SSF da palha de arroz encontra-se

esquematizado na Figura 13.

Solugdo Nutrientes | ¢——— Palha de Arroz

SSF
Solugdo Indculo ———» (38°C, 150 rpm, pH 5.0) |¢——— Solugéo de Enzima

(10 % (v/v) S. cerevisiae ATCC 26602) (Cellic CTec2+ Tampdo citrato 0.05M)

Amostras
(1.5 mL)

Centrifugacio
(3500 rpm; 15 min)

l Fracdo liquida

Acticares Monomeéricos, Etanol, Subprodutos

(HPLC)

Figura 13. Representacdo esquematica dos ensaios de SSF.

Para os ensaios de SSF foram utilizados balGes de erlenmeyer de 150 mL previamente
esterilizados na autoclave durante 15 minutos a 121°C, assim como o restante material utilizado.
Para estes ensaios estabeleceu-se uma carga enzimética de 15 FPU/gnc (Mendes et al., 2016).
Comecou por se adicionar a palha de arroz, previamente esterilizada, tampéo citrato a 0.05 M
para que o pH do meio se mantivesse a volta de 5. Posteriormente, adicionou-se a solugéo de
nutrientes, a enzima e o indculo de levedura. Depois de tudo ter sido adicionado ao baldo em
condicgdes de assepsia, este foi tapado com algoddo hidrofobo e com papel de aluminio. De
seguida foi colocado numa incubadora orbital a 38°C e 150 rpm durante 72 horas. Ao longo do
tempo foram retiradas amostras de 1.5 mL e analisadas por HPLC.

Com excecdo do ensaio com palha de arroz tal qual (PA — realizado em descontinuo), 0s

ensaios de SSF foram realizados em semi-descontinuo, sendo que a adi¢édo de palha de arroz e
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de solugdo enzimatica foi realizada no inicio da fermentacgdo (7.4 a 8.3 g de PA, dependendo
do ensaio, e 0.36 mL de enzima) e por mais trés vezes (7.4 a 8.3 g de PA e 0.36 mL de enzima,
em cada uma), a seguir a serem retiradas as trés primeiras amostras. No ensaio NA8 variou-se
a composicao da solucao de nutrientes com o intuito de minimizar os custos do processo (ensaio
NAAS8). Na Tabela 12 estdo presentes as condi¢des dos ensaios realizados. As quantidades

utilizadas em cada ensaio encontram-se detalhadas no Anexo II.

Tabela 12. CondicGes de operagdo dos ensaios de SSF.

Ensaio NA8® NAAS® NA9 PA

Massa HC (g) 5.68 5.68 5.68 0.50
Carga total de so6lidos (%)  13.05 13.05 13.05 4.49
V Total (ML) 50 50 50 20

Regime de operacédo S S S D

D — Descontinuo; S — Semi-descontinuo; () _ Ensaios realizados em duplicado.
3.7PARAMETROS DE HIDROLISE ENZIMATICA E FERMENTAQAO

De forma a avaliar e a comparar os diferentes ensaios de hidrolise realizados foi calculado
o rendimento da hidrélise enzimatica, Nidrolise Enzimatica, P€la €quacéo 7, sendo 1.1 o fator global
de conversdo massica de hidratos de carbono em agUcares redutores, o qual é obtido tendo em
conta a relagdo estequiométrica da equacéo 1, e fc é a fracdo de hidratos de carbono na palha

de arroz pré-tratada. Este rendimento foi calculado tendo em conta os resultados obtidos pelo
método de DNS-modificado.

%) = [Egs. Glucose](g/L)
NHidrélise Enzimatical 70) = 11X fye x [Palha de arroz](g/L)

x 100  (7)

Da mesma forma, para avaliar a eficiéncia do processo de SSF, assim como o efeito da
alteracdo das condicOes operatorias, procedeu-se ao célculo do rendimento da converséo de
biomassa em etanol e da produtividade do processo fermentativo. A equacdo 8 apresenta a
férmula de célculo do rendimento tedrico em etanol do processo SSF, sendo 0.51 o fator de

conversao massica de acucares fermentaveis em etanol, dado pela relacdo estequiométrica da
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equacdo 3, 1.1 o fator global de conversdo massica dos hidratos de carbono presentes na mistura
em acgUcares monoméricos e fuc a fragdo de hidratos de carbono na palha de arroz pré-tratada.

Y (ETOH)(%) = [EtOH«(8/L) x100  (8)
®’ 7 1.1x 0.51 X fyc X [Palha de arroz](g/L)

Uma vez que o microrganismo utilizado apenas metaboliza hexoses, foi calculado ainda
o rendimento em etanol com base na concentracdo de glucose presente em cada ensaio, equacao
9, sendo 0.51 o fator de conversao massica de glucose em etanol, 1.14 o fator de conversao de

celulose em glucose e faiuc a fragdo massica de glucanas na palha de arroz pré-tratada.

[EtOH],(g/L)

! 0, =
Y (ETOH)(A)) 0.51 X 1.14 X fGluc X [Palha de aITOZ] (g/L) 8

100 (9)

A produtividade foi calculada pela equacdo 10. Este € um parametro que relaciona a

concentracdo de etanol produzida num determinado intervalo de tempo da fermentacao.

[EtOH].(g/L)

o) (10)

P(g/(Lh)) =

3.8 METODOS ANALITICOS
3.8.1 Cromatografia liquida de elevada eficiéncia (HPLC)

O método de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) foi utilizado para
quantificar os agucares monoméricos que constituem a palha de arroz antes e ap0s o0s pre-
tratamentos. Permite também determinar a quantidade de acUcares e de produtos de degradacao
formados com os pré-tratamentos e os agucares e o etanol presentes no caldo de fermentacdo
do processo de SSF.

A identificacdo e quantificacdo dos compostos é realizada com base no tempo de retengéo
destes na coluna. Para esse efeito foram construidas curvas de calibracdo para a celobiose,
glucose, xilose, arabinose, manose, galactose, etanol, xilitol, glicerol, HMF, furfural e &cido

acético, Anexo 1.
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O equipamento utilizado para essas quantificagdes é da marca Knauer modelo k-301 e as
suas especificacdes estdo presentes na Tabela 13.

Tabela 13. Especifica¢des para analise das amostras por HPLC.
Pré-coluna PL HI-PLEX ca
Coluna Aminex HPX-87P, BioRad
Temperatura do forno 80 -85 °C

Agua ultrapura filtrada a vacuo (0.2 pm) e
desgaseificada nos ultrassons (15 min)

Caudal 0.6 mL/min

Eluente

3.8.2 Meétodo de determinacdo dos acucares redutores (DNS)

De forma a determinar os agucares redutores utilizou-se 0 método DNS-modificado. Este
consiste em adicionar 1 mL de tampdo citrato a 0.05 M num tubo de ensaio juntamente com
0.5 mL de amostra (se necessario diluida com tampéo citrato) e 3 mL de reagente DNS
modificado (o seu modo de preparacéo esta presente no Anexo 1V). O tubo é agitado, colocado
num banho de agua a ferver durante 5 minutos e de seguida é colocado em gelo durante mais 5
minutos para parar a rea¢do. Numa cuvete adiciona-se 0.2 mL desta solucdo e 2.5 mL de adgua
destilada. Posteriormente mede-se a absorvancia num espectrofotometro UV-Vis a 540 nm. O
composto que absorve luz neste comprimento de onda é o &cido 3-amino-5-nitrosalicilico, que
resulta da reacdo de oxidacdo-reducdo entre o agucar e o acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). O
branco utilizado é a solucdo de tampao citrato 0.05 M que foi submetido ao mesmo tratamento
gue as amostras. A concentracdo de acUcares redutores é determinada através da curva de
calibracdo que relaciona a absorvancia com a concentracdo de glucose em solugdes-padrao

(equacao 11).

[Egs. Glucose] (mg/mL) = 8.9771 x DO(540 nm) + 0.0104 R% =0.9992  (11)
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A apresentacdo e discussdo dos resultados estd organizada em seis subcapitulos. No
primeiro sdo apresentados os resultados da caraterizacdo quimica da palha de arroz utilizada,
tal como a sua discussdo. O segundo € dedicado ao pré-tratamento deste tipo de biomassa com
NaOH, assim como a determinacdo da sua eficiéncia com base em ensaios de hidrélise
enzimética. No terceiro subcapitulo s&o apresentados e discutidos os pré-tratamentos com HCI
e com HCI e NaOH. No quarto subcapitulo sdo selecionados os melhores pré-tratamentos
realizados e sdo apresentados e discutidos os resultados do seu aumento de escala. Por fim, o
quinto e o sexto subcapitulos sdo dedicados aos ensaios de hidrdlise enzimética e de SSF,

respetivamente.

4.1 CARATERIZACAO QUIMICA DA PALHA DE ARROZ

A caraterizacdo quimica da palha de arroz foi realizada segundo o procedimento descrito
na seccdo 3.1. Da analise por HPLC constatou-se que a matéria-prima utilizada é constituida
por 49.9% de acUcares, dos quais 33.3% sdo polimeros de glucose e 14.6% sdo polimeros de
xilose. O segundo maior componente deste material é lenhina, cerca de 23.0%. A Tabela 14
apresenta a composicdo quimica, em base seca, da palha de arroz utilizada. Os ensaios foram

realizados em duplicado.

Tabela 14. Composigdo quimica da matéria-prima.

Composicédo Quantidade (% m/m)®
Glucanas 33.3+£0.3
Xilanas 146+0.1
Galactanas n.i.
Mananas n.i.
Arabinanas 20+0.2
Lenhina 23.0+0.2

e Solavel 3.0+£0.0

e Insollvel 200x0.1
Cinzas 21.0+04
Extrativos 7105

(*) - base seca, média de duas determinagdes e respetivo desvio padrédo; n.i.- ndo identificado.
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De acordo com a revisdo bibliogréfica efetuada (Tabela 3), a palha de arroz é constituida
por 32 a 47% de celulose, 19 a 27% de hemiceluloses, das quais 14.8 a 20.2% é xilose, 15.3 a
25.3% de lenhina e 9.2 a 11.4% de cinzas. Comparativamente a estes valores a composi¢ao
quimica da palha de arroz determinada no presente trabalho esta dentro da média a exce¢édo do
teor de xilanas que é ligeiramente inferior e o teor de cinzas que é bastante superior.
Comparando com os exemplos especificos apresentados na Tabela 3 referentes aos trabalhos
de Rodriguez et al. (2008) e Castro et al. (2016), os valores de hidratos de carbono totais e de
lenhina estdo concordantes, mas o teor de extrativos € inferior e o teor de cinza é bastante
superior. Quando comparamos o teor de xilanas e arabinanas determinado por Castro et al.
(2016) com o determinado no presente trabalho verificamos que este é ligeiramente inferior
(19.9 vs 14.6% para as xilanas e 3.9 vs 2.0% para as arabinanas). A diferenca no teor de
extrativos reside no facto de nos trabalhos supramencionados ter sido aplicada uma extracao
sequencial H2O/EtOH (protocolo NREL) ou extracdo H>O/EtOH-Benzeno (norma TAPPI),
enquanto que no presente trabalho, se efetuou apenas uma extracdo com etanol (protocolo
NREL modificado). O facto de se usar dgua na extracdo faz com que também se dissolvam
alguns hidratos de carbono, dando como resultado um valor mais elevado de extrativos quando
se realiza esta sequéncia. O elevado teor de cinzas comparativamente aos exemplos da Tabela
3 pode ser devido as diferentes épocas e regibes em que o arroz € cultivado e colhido ou as

diferentes quantidades e variedades de fertilizantes adicionados.

4.2 PRE-TRATAMENTO COM NaOH

O objetivo do pré-tratamento do material lenhocelulésico com NaOH consiste na
remocdo da lenhina do material lenhoceluldsico e no aumento da digestibilidade da celulose,
deixando os hidratos de carbono mais acessiveis as etapas de hidrolise e fermentagdo para a
producdo de bioetanol. Nos diversos ensaios realizados utilizaram-se 5 g de palha de arroz, em
base seca, e uma relagdo liquido/sélido de 30, tendo sido variada a temperatura de operacdo, a
concentragdo de NaOH e o tempo de tratamento. Para avaliar a composic¢do de lenhina no
material sélido pré-tratado resultante de cada ensaio, procedeu-se a sua caraterizagdo quimica.
Os resultados obtidos estédo presentes na Tabela 15. De realcar que, de forma a verificar a

reprodutibilidade de cada ensaio, estes foram todos realizados em duplicado.
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Tabela 15. Condigdes operatdrias e caracterizagdo quimica da palha de arroz (PA) original e do material sélido resultante do

pré-tratamento com NaOH.

Ensaio N1 N2 N3 N4 N5 PA

T (°C) 70 70 90 90 121 -

[NaOH] mg/gea 80 100 80 100 80 -

t (h) 1 1 1 1 1 -
Glucanas 511+19 520+13 508+13 540+05 57.2+09 33.3+0.3
o Xilanas 165+02 168+24 173+03 164+03 165+05 14.6+0.1
S = Anbinanas 75+07 63+05 88+10 88%19 74%04 2002
8 £  Lenhina 16.1+03 148+07 156+07 126+01 125+02 23.0+0.2
§ S o Solivel 22+00 20+00 19+01 17+00 14%00 3.0+0.0
o Insolivel 13.9+03 128+07 13706 109+00 11.1+02 200+0.1
Cinzas 49+02 40+02 53+02 51177 62+04 21.0+04

(*) - base seca, média de duas determinacgdes e respetivo desvio padrao.

Tabela 15. Condigdes operatdrias e caracterizagdo quimica da palha de arroz (PA) original e do material sélido resultante do

pré-tratamento com NaOH (continuac&o).

Ensaio N6 N7 N8 N9 PA

T (°C) 121 121 121 121 -

[NaOH] mg/gea 100 100 120 150 -

t (h) 1 2 2 2 -
Glucanas 624+26 601+07 596+05 648+05 33.3+03
Xilanas 16.2+04 19.9+02 193+01 204+03 146+0.1
_‘§ % Arabinanas 87+08 22+00 2200 32+02 20+02
S E Lenhina 87+00 96+02 7305 43+06 23.0+02
§ S e Soldvel 11400 1.3+00 12+01 08+00 3.0%00
e Insoltvel 7.6+0.0 83+02 6105 35+06 200+0.1
Cinzas 42+02 61+05 48+05 37+02 21.0+04

(*) - base seca, média de duas determinacdes e respetivo desvio padrao.

Analisando os resultados presentes na Tabela 15 verifica-se que com 0s varios ensaios

realizados se consegue uma remocao de cinzas, ficando o material solido pré-tratado com um

teor deste composto de cerca de 6.2 a 3.7%, consoante as condi¢cfes de tratamento. Mais

importante ainda, é a reducdo da fracdo de lenhina da biomassa, uma vez que este é um dos

compostos responsaveis pela inibi¢cdo dos processos bioldgicos subsequentes. Nas condicoes

utilizadas o material pré-tratado possui um teor de lenhina compreendido entre 16.1 e 4.3%.

Como consequéncia, ocorre um aumento da fracdo de hidratos de carbono (soma da celulose e
hemiceluloses) de 50.0% (palha de arroz original) para 75.2 a 86.6%, dependendo da severidade

do ensaio de pré-tratamento. E de salientar que, apesar dos ensaios N5 a N9 apresentarem

melhores resultados, estes foram realizados na autoclave onde existe a limitagdo da auséncia de
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agitacdo, dificultando o processo de transferéncia de massa, comparativamente aos ensaios N1
e N4.

Na Figura 14 ¢é apresentada a forma como varia a fracdo de lenhina da palha de arroz com

a concentracao de NaOH, a temperatura e 0 tempo reacdo em cada ensaio de pre-tratamento.

25 4

CPA Original ®1 hora ™2 horas

20 A

15

10

Lenhina Total (%)

0 80 100 80 100 80 100 100 120 150

[NaOH] (mg/gPA)

Figura 14. Teor de lenhina da biomassa pré-tratada com NaOH em cada ensaio e respetivo desvio padréo.

Para as concentracdes de 80 e 100 mgnaor/gra € 1 hora de reacéo existe uma diminuigao
significativa do teor de lenhina com o aumento da temperatura de 70 até 121°C, sendo muito
mais acentuada na concentracdo mais elevada.

Analisando agora o efeito do aumento do tempo de reacdo, de 1 para 2 horas, para uma
concentracdo de 100 mgnaoH/gra @ 121°C, constata-se que o teor de lenhina é semelhante, mas
ocorre uma diminuicao do teor de arabinanas (Tabela 15). Estando a lenhina ligada a arabinose
no complexo LCC, esta reducdo de arabinose arrasta consigo alguma lenhina a ela ligada,
permitindo melhorar o rendimento de hidrélise a partir do ensaio N6. Asghar et al. (2015) e
Harun e Geok (2016), utilizando palha de trigo e de arroz, respetivamente, depararam-se com
a mesma situacao ao realizarem experiéncias idénticas, com NaOH. Verificaram que, para uma
mesma concentracdo e temperatura, 0 aumento do tempo de reacdo ndo € por vezes sinbnimo
de diminuicdo do teor de lenhina, ocorrendo a perda de hidratos de carbono.

J& com o0 aumento da concentracdo para 120 e 150 mgnaon/gea Obtém-se uma biomassa
com 0s menores teores de lenhina de entre os ensaios realizados, cerca 7.3 e 4.3%,
respetivamente. Poder-se-a concluir que a temperatura e a concentracdo de NaOH séo os fatores
que tém maior influéncia na deslenhificacdo da palha de arroz. Uma vez que 0 aumento destes

fatores encarece fortemente o processo, existe a necessidade de, no futuro, otimizar a
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temperatura, o tempo e a carga alcalina utilizada, assim como estudar a viabilidade do processo
pela utilizacdo de bases mais baratas, como o0 Ca(OH)a.

4.2.1 Ensaios preliminares de hidrolise enzimatica

Com o intuito de verificar de que forma o teor de lenhina na biomassa pre-tratada afeta o
processo de bioconversdo dos hidratos de carbono (HC) a aclcares fermentaveis foram
realizados ensaios de hidrolise enzimatica. Estes foram realizados em descontinuo durante 24
horas, tendo-se utilizado uma carga enzimética de 20 FPU/gnc, 0.5 g de hidratos de carbono e
tampdo citrato até perfazer 20 mL de volume. A influéncia do teor de lenhina no rendimento de
hidrolise enzimatica pode ser observada na Figura 15, ao longo de 24h, para a palha de arroz
original moida (PAM) e para os materiais pré-tratados provenientes dos ensaios N5 a N9, apos

a sua moagem (NM5 a NM9).

) 120 4 b) 120 -
=
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= T 5 1
=
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=20 - =
=
0 | | | |
0 4 8 12 16 20 24
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Figura 15. Rendimento de hidrdlise enzimatica da palha de arroz original moida (carga enzimatica de 15 FPU/gea -PAM) €
nos materiais resultantes dos pré-tratamentos N5 a N9 (carga enzimatica de 20 FPU/gpa), apds a sua moagem: a) PAM,
NM5, NM6 e NM7; b) NM7, NM8 e NM9.

Pela andlise da Figura 15 a) verifica-se que, embora a carga enzimatica utilizada tenha
sido ligeiramente menor a dos restantes ensaios, o ensaio de hidrolise enzimatica da palha de
arroz original (teor de lenhina de 23.0%) néo é viavel, obtendo-se um rendimento de apenas
32.4% ao final de 24 horas. Com a redugéo do teor de lenhina de 12.5 (ensaio NM5, Figura 15
a)) para 4.3% (ensaio NM9, Figura 15 b)) no material lenhocelulésico pré-tratado, verifica-se
um aumento significativo da velocidade de hidrolise enzimatica. A hidrolise completa dos
hidratos de carbono ocorre apenas passadas 24 horas no ensaio NM6, enquanto que nos ensaios

NM7, NM8 e NM9 ocorre por volta das 8, 6 e 4 horas, respetivamente.
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A biomassa proveniente dos ensaios N8 e N9 possui um menor teor de lenhina e para,
além disso, foi a partir desta que se obtiveram os melhores resultados em termos de velocidade
de conversdo de hidratos de carbono. Por esse motivo, foram selecionadas as condi¢des destes
ensaios para ser realizado o aumento de escala dos pré-tratamentos da palha de arroz para
posterior hidrdlise e fermentacéo.

Foi também testado o efeito do tamanho das particulas de palha de arroz pré-tratada
atraves da sua moagem (0.841 mm). Os resultados foram comparados com a hidrolise
enzimatica da palha de arroz original (sem pré-tratamento), usando uma carga enzimatica de 15
FPU/gHc do mesmo complexo enzimético Cellic CTec2. A Figura 16 apresenta a evolucéo do
rendimento da hidrolise enziméatica ao longo de 24 horas, para 0s ensaios N5, N6 e para 0s

correspondentes materiais moidos NM5 e NM6.
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Figura 16. Efeito da moagem da palha de arroz pré-tratada (NM) no rendimento de hidrdlise enzimatica, resultante dos

ensaios a) N5; b) N6, com uma carga enzimatica de 20 FPU/gpa.

Pela analise da Figura 16 a) verifica-se que decorridas 8 horas do processo de hidrolise
enzimatica da palha de arroz pré-tratada ja tinham sido convertidos em agUcares redutores cerca
de 73.0 e 79.6% dos hidratos de carbono provenientes dos ensaios N5 e NM5, respetivamente.
No final de 24 horas os rendimentos obtidos foram de 83.1% no ensaio N5 e 90.1% no ensaio
NMD5. Nos ensaios N6 e NM6 ao final de 8 horas de hidrolise obtiveram-se rendimentos de 86.1
e 96.3%, respetivamente, Figura 16 b). Ao fim de 24 horas foi atingida a conversdo completa
dos hidratos de carbono. Constata-se também, através da comparacgdo dos resultados obtidos
nos diversos ensaios, que a moagem prévia da biomassa antes da hidrolise enzimatica acelera
0 processo de conversdo dos hidratos de carbono a agucares simples. No entanto, visto esta

diferenca ndo ser muito significativa e 0s processos de moagem serem bastante dispendiosos, a
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etapa de moagem ndo foi realizada nos ensaios de hidrolise enzimética que séo apresentados

nas seccgoes seguintes.
4.3PRE-TRATAMENTO COM HCI E COMBINADO COM NaOH

O pre-tratamento com &cido diluido tem como objetivo a solubilizacdo da fracdo
hemicelulésica da biomassa, na tentativa de eliminar as porc¢des ligadas a lenhina, consideradas
por alguns autores (Chundawat et al., 2010) como as responsaveis pela baixa eficiéncia da
hidrolise enzimética. Se, aliado a este pré-tratamento, for aplicada uma segunda etapa com
NaOH, induz-se a remocdo de lenhina e um aumento da digestibilidade da celulose, 0 que
favorece as etapas de hidrolise enzimética e fermentagdo. Nos ensaios realizados utilizaram-se
5 g de palha de arroz (base seca), uma relagdo liquido/sélido de 30, uma concentracéo de HCI
de 0.36% (m/m) e 1 h de tratamento. As variacdes realizadas incidiram na aplicacdo, ou néo,
de uma segunda etapa de pré-tratamento com uma solucdo de 120 mgnaon/gra durante uma ou
duas horas. Os ensaios foram realizados em duplicado. De forma a avaliar a composicao da

fracdo solida pré-tratada foi realizada a sua caraterizagdo quimica - Tabela 16.

Tabela 16. Composi¢do da fragdo sélida da palha de arroz (PA) pré-tratada com HCI (H) e com HCI seguido de NaOH (HN).

Ensaio H1 HN1 HN2 PA

[NaOH] mg/gea - 120 120 -

tnaon (h) - 1 2 -
Glucanas 52.0x4.1 75.1+0.3 83.8+1.9 33.3+£0.3
Xilanas 34+08 n.i. n.i. 146+0.1
f§~ % Arabinanas n.i. n.i. n.i. 20+0.2
é € Lenhina 31.7+£0.1 14609 11.0x17 23.0£0.2
S S e Solavel 1.3+00 06+01 07+01  3.0+0.0
o Insoldvel 304+01 140+08 103+18 20001
Cinzas 11.8+0.3 8.1+05 59+3.2 21.0+04

(*) - base seca, média de duas determinacgdes e respetivo desvio padrdo; n.i.- ndo identificado.

Analisando os resultados presentes na Tabela 16, constata-se que, para o ensaio realizado
apenas com HCI (H1), tal como era esperado, existiu um aumento da fracdo de lenhina da
biomassa devido a remogdo de outros compostos como cinzas e hemiceluloses, sendo que a
fracdo de arabinanas foi dissolvida na totalidade. Quando sobre este material pré-tratado é
efetuado um segundo pre-tratamento com NaOH durante uma hora (ensaio HN1) observa-se

que as hemiceluloses séo dissolvidas na sua totalidade, que diminui o teor de cinzas e que ha
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uma reducéo significativa de lenhina, ficando o material com cerca de 14.6%. Com o aumento
do tempo de reacdo com NaOH de uma para duas horas, verifica-se uma diminuic¢do dos teores
de lenhina e de cinzas na biomassa lenhocelulésica, obtendo-se um material com cerca de 11.0
e 5.9% destes componentes, respetivamente. Com este pré-tratamento, e devido a remocao dos
componentes acima referidos, obtém-se um material solido pré-tratado proveniente do ensaio
HN2 com um teor de glucanas de 83.8%, quando na palha de arroz original era de 33.3%.

Comparando os resultados do ensaio HN2 com os do ensaio N8 (pré-tratamento com 120
mgnaor/gea durante duas horas) anteriormente apresentado (Tabela 15) verifica-se que no
primeiro a biomassa lenhoceluldsica pré-tratada possui um teor de lenhina bastante superior ao
do segundo, cerca de 11.0 vs 7.3%. Além disso, a percentagem massica de material ndo
dissolvido no pré-tratamento € no maximo 40% (33.3x100/83.8 tendo por base o teor de
glucanas, caso ndo fossem dissolvidas), quando no ensaio N8 é potencialmente superior. Tendo
em consideracdo que este tipo de tratamentos tem como objetivo 0 aumento da digestibilidade
da biomassa, nomeadamente através da remocao de lenhina (compostos que provocam inibi¢do
dos processos de hidrolise enzimatica e fermentacdo — Harun e Geok, (2016) e Castro et al.
(2016)) com o méaximo aproveitamento dos hidratos de carbono, pode-se concluir que o ensaio
N8 é mais vantajoso do que o0 HN2, para além de que no ensaio HN2 existe um maior gasto de
tempo, reagentes e de energia.

4.4 AUMENTO DE ESCALA DOS PRE-TRATAMENTOS

Selecionados os tratamentos com 0s quais se conseguiu um menor teor de lenhina na
palha de arroz tratada, bem como uma maior velocidade de hidrélise enzimatica (N8 e N9), foi
realizado um aumento de escala. Para estes ensaios mantiveram-se todas as variaveis
processuais (carga de solidos, concentracdo, temperatura e tempo), diferindo apenas no facto
de a reagdo passar a ocorrer num frasco autoclavavel de 1 L ao invés de 250 mL, serem pré-
tratados em cada batch 30 g de palha de arroz em vez de 5 g e o tratamento ocorrer numa
autoclave de maiores dimensdes. Os ensaios foram realizados em duplicado e os resultados da

caraterizagdo quimica do material solido pré-tratado estdo presentes na Tabela 17.
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Tabela 17. Resultados dos pré-tratamentos com aumento de escala.

Solidos Pré-Tratados

Ensaio PA
NA8 NA9

Glucanas 604+65 59.8+15 33303
Xilanas 240+09 237102 14601
f§ % Arabinanas 2913 41+04 20x0.2
é_ = Lenhina 6.5+0.1 53+0.6 23.0+£0.2
S « Soluvel 08+00  08%00  3.0%00
e Insolavel 57+0.1 45+0.5 20.0+£0.1
Cinzas 23+0.1 22+0.38 21.0+04

Lenhina removida (%) 87.8 90.4 -

Rendimento (%0) 43.0+13 42025 -

(*) - base seca, média de duas determinacgdes e respetivo desvio padréo.

Comparando o efeito do aumento de escala dos ensaios N8 e N9 (i.e., NA8 e NA9)
verifica-se que no ensaio NA8 a biomassa obtida possui um menor teor de lenhina e de cinzas
comparativamente ao ensaio N8, enquanto no ensaio NA9 a biomassa obtida tem uma maior
fracdo de lenhina e uma menor fragdo de cinzas em relacdo a resultante do ensaio N9. Embora
a temperatura e o tempo de duracdo de ambos os tratamentos (ensaios NA8 e NA9) sejam
teoricamente os mesmos (121°C e 2 horas e iguais a N8 e N9), estes foram realizados em
momentos diferentes, usando maiores quantidades e uma autoclave maior, com velocidade de
aquecimento diferente e sem um nivel de controlo de temperatura tdo avancado.

Confrontando os resultados (NA8 e NA9) com os obtidos por Zhang e Cai (2008) e Harun
e Geok (2016) verifica-se que com o0 aumento da temperatura e do tempo de reacdo se consegue
obter uma maior deslenhificacdo da biomassa com menor gasto de reagentes. Por exemplo,
Harun e Geok (2016) obteve uma remocao de lenhina de 79.6% utilizando uma solucdo de
NaOH a 12% (m/v) e 55°C durante 1 hora, enquanto no presente trabalho se obtiveram valores
superiores, cerca de 87.8 e 90.4%, com uma solucgéo de 0.4 ou 0.5% (correspondente a 120 ou
150 mgnaor/gra), respetivamente, a 121°C durante 2 horas. No entanto, foi usada uma relagéo
liquido/sélido de 30 em vez de 20, utilizada por Harun e Geok (2016). Esta relacdo deve, por
isso ser otimizada no futuro, assim como o tempo de reacdo. No contexto de biorrefinaria
integrada é muito mais vantajoso utilizar uma carga de NaOH mais reduzida (minimizando os
consumos de reagentes) e uma temperatura mais elevada, pois consegue-se igualmente uma
eficaz reducdo no teor de lenhina e esta pode ser utilizada para a producdo de energia,

minimizando 0s consumos energéticos do processo.
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Comparando os valores dos rendimentos obtidos com os pré-tratamentos (43 e 42% nos
ensaios NA8 e NAJ9, respetivamente) verifica-se que estes sdo bastante semelhantes. Fazendo
um balanco de massa constata-se que este valor ndo é muito elevado devido a extensa remocao
de lenhina (87.8 e 90.4%) e de cinzas (95.2 e 95.4%), que faz diminuir a massa de material
solido pré-tratado. No ensaio NA8 existe uma perda de 22.1 e 24.7% e no ensaio NA9 de 29.5
e 31.8% de glucanas e xilanas, respetivamente. No ensaio NA9 a perda de aglcares € maior
devido a maior severidade do tratamento, utiliza-se uma concentracdo de NaOH mais elevada.

Na Figura 17 estdo presentes os cromatogramas obtidos por HPLC com a composicao de

acucares que constitui a palha de arroz original e a resultante dos pré-tratamentos NA8 e NA9.
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Figura 17. Cromatogramas obtidos por HPLC da palha de arroz a) original, b) resultante do ensaio NA8 e c) resultante do
ensaio NA9.
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Da andlise da Figura 17 a) resultante da caraterizacdo da palha de arroz verifica-se que,
para além dos picos identificados: celobiose (11.5 min), glucose (13.8 min), xilose (15.0 min)
e arabinose (17.4 min), também existe a detecao de picos que ndo foram identificados. De forma
a verificar se algum destes picos provém do acido sulfurico utilizado na hidrélise acida (etapa
utilizada na caraterizacdo quimica da palha de arroz) fez-se a neutralizacdo de uma solugédo de
H2SO4 a 4% com CaCO:s e injetou-se na coluna de HPLC. Constatou-se entdo que o pico com
tempo de retencdo de aproximadamente 10.5 min era resultado da presenca de compostos
provenientes da neutralizagcdo do H2SOs. Antes do pico da glucose também foram detetados
dois picos (aproximadamente aos 12.1 e aos 12.5 min). Estes provavelmente resultam da
presenca de oligbmeros que, tal como a celobiose, ndo foram totalmente hidrolisados. Por volta
dos 51 min também ¢é visivel um pequeno pico que pode ser devido a presenca de furfural.
Comparando os cromatogramas resultantes do pré-tratamento da palha de arroz (NA8 e NA9,
Figura 17 b) e c), respetivamente) com o cromatograma da palha original (Figura 17 a))
verifica-se que existe uma reducdo acentuada dos picos com tempo de retencdo compreendido
entre 11.5 e 12.5 min, pelo que se conclui que esta a ocorrer a hidrélise quase completa dos
oligbmeros. Quanto ao pico da glucose é notorio que este é mais acentuado na palha de arroz
pré-tratada, no entanto com o aumento da severidade do tratamento (NA8 para NA9) ocorre
uma ligeira diminui¢do. O mesmo se verifica em relagdo ao pico da xilose. Relativamente a
arabinose verifica-se que existe um ligeiro aumento em relacdo a palha de arroz tal qual com
ambos os pré-tratamentos. Contudo, este aumento pode ser devido a sobreposic¢do deste pico
com o do &cido acético (~16.5 min), o que € mais notorio no ensaio NA9, uma vez que existe
uma ligeira diminuicdo do pico da glucose e da xilose e 0 da arabinose aumenta. Por este motivo
no futuro deve ser utilizada uma coluna de HPLC diferente, que consiga uma melhor separacédo
destes compostos.

Na Figura 18 esta presente a palha de arroz que foi utilizada nos pré-tratamentos (1.00 -

5.66 mm) e a obtida ap0s os ensaios NA8 e NA9.
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Figura 18. a) Palha de arroz tal qual (1.00-5.66 mm); palha de arroz resultante do b) ensaio NAS8; c) ensaio NA9.

O aspeto final da palha de arroz obtida pelo ensaio NA8 e NA9 é bastante semelhante, as
pequenas diferencas que se observam sdo devidas ao maior ou menor teor de humidade da
amostra que faz com que existam maiores ou menores aglomerados de palha.

Para além da caraterizacdo da matéria solida pré-tratada também se realizou a analise por

HPLC dos licores negros alcalinos, estando os resultados apresentados na Tabela 18.

Tabela 18. Composigdo dos licores alcalinos resultantes dos pré-tratamentos com aumento de escala.

Licores Negros Alcalinos

Ensaio
NA8 NA9
pH 10.81 11.03
o Celobiose 0.711 +0.078 0.678 + 0.061
AT~
g z Glucose 1.201 + 0.070 1.204 + 0.050
g2 Xilose 0.517 £ 0.010 0.670 + 0.056
O —
© Arabinose 0.024 + 0.004 0.022 + 0.006

Os licores obtidos foram neutralizados, filtrados e injetados na coluna de HPLC, tendo a
lenhina ficado retida no filtro. Analisando os resultados obtidos para os ensaios NA8 e NA9
(Tabela 18) confirma-se a ocorréncia da solubilizagdo de alguns hidratos de carbono. Fazendo
um balanco de massa aos hidratos de carbono na palha original, no material sélido tratado e no
licor residual obtido verifica-se alguma discrepancia dado que a frac@o de hidratos de carbono
solubilizada foi de 25.0 e 26.4% (ensaios NA8 e NA9) se esta for contabilizada nos sélidos,
enquanto se obteve 14.7 e 15.5% ao usar os valores obtidos na caracterizacao dos licores. Esta
diferenca € devida, muito provavelmente, a existéncia de oligémeros nos licores e a formacéo
de compostos de degradacdo dos acUcares (que, em quantidades muito pequenas, ndo sdo
detetados pelo HPLC).

Com o intuito de melhorar a economia do processo no futuro poderia ser realizada a

precipitacdo da lenhina com &cido para que possa ser reaproveitada. Este componente ndo
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consta na Tabela 18 uma vez que ele foi removido aquando da filtrag&o do licor para injecdo na
coluna de HPLC.

4.5 ENSAIOS DE HIDROLISE ENZIMATICA

A palha de arroz pré-tratada com NaOH resultante dos ensaios NA8 e NA9 foi submetida
aum processo de hidrolise enzimatica com o intuito de se realizar posteriormente a fermentacéo
do hidrolisado obtido (processo SHF). Os ensaios foram realizados em baldes erlenmeyer de
150 mL utilizando uma carga de 15 FPU/gnc do complexo enzimatico Cellic CTec2 e 6.95 g
de hidratos de carbono (equivalente a 139 g/L) a 50°C.

Numa primeira fase os ensaios foram realizados em regime descontinuo (NA8’ e NA9’).
Porém, findas as 72 horas definidas para os ensaios, a palha de arroz ainda ndo se encontrava
liquefeita, pelo que ndo foi possivel retirar nenhuma amostra para anélise. Isto ocorre devido a
elevada carga de sdlidos que dificulta a agitacdo da mistura de palha de arroz, complexo
enzimatico e tampao citrato.

De forma a contornar esta dificuldade foram mantidas as condi¢cdes em que se realizaram
0S ensaios anteriores, mas optou-se pelo regime de operacdo em semi-descontinuo (ensaios
NA8 e NA9). Neste regime dever-se-ia ter procedido a uma adicdo inicial de hidratos de
carbono de 1.74 g (cercade 8.7 g/L) e de 0.175 mL da solucdo de enzima referida anteriormente;
quando a mistura se encontrasse liquefeita, dever-se-ia adicionar por¢oes de hidratos de carbono
e da solucdo enziméatica em periodos sucessivos até perfazer a massa total definida acima.
Contudo, mesmo com a alteracdo do regime de operacdo, no ensaio NA8 fez-se apenas a adi¢do
de mais uma porcao de substrato e enzima, enquanto no ensaio NA9 ndo se realizou nenhuma
adicdo extra ao longo das 72 horas de hidrolise. Na Figura 19 estdo presentes fotografias do
inicio e do final do processo de hidrdlise enzimatica para os ensaios NA8 e NA9 em semi-

descontinuo.
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Figura 19. Fotografias dos ensaios no inicio ( a) e c)) e no final ( b) e d)) do processo de hidrélise enzimatica com palha de
arroz proveniente dos ensaios NA8 e NA9, respetivamente.

Pela andlise da Figura 19 verifica-se que ao final das 72 horas do processo de hidrolise
enzimatica a palha de arroz proveniente do ensaio de pré-tratamento NA9 ainda ndo se
encontrava liquefeita, mesmo sem ter sido efetuada adicdo de substrato para além do valor da
massa inicial. Estes resultados ndo eram os esperados, até porque a palha de arroz utilizada
neste ensaio possuia um teor de lenhina inferior a que foi utilizada no ensaio NA8. No ensaio
NAS8 foi adicionada uma porcdo de substrato decorridas aproximadamente 32 horas de
hidrolise, estando no final de 72 horas a mistura liquefeita. Para além desta, ndo foram
realizadas mais adi¢des de palha de arroz uma vez que se tinha estipulado uma duragéo de 72
horas para o ensaio completo.

Na Figura 20 apresenta-se a evolucdo do rendimento de hidrélise enzimatica ao longo do
tempo. Este valor foi calculado com base na concentracdo de equivalentes de glucose obtido

pelo método de determinacdo de agUcares redutores, DNS-modificado.
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Figura 20. Rendimento de hidrdlise enzimatica em semi-descontinuo do ensaio NA8 ao longo do tempo.
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Pela anélise da Figura 20 verifica-se que o rendimento de hidrélise enziméatica aumenta
ao longo do tempo, sendo este aumento mais acentuado nas primeiras 32 horas. No final das 72
horas obtém-se um rendimento maximo de hidrélise de 96.4% e uma concentracdo de
equivalentes de glucose de 125 g/L.

Uma vez que em 72 horas apenas foram hidrolisados metade dos hidratos de carbono que
era previsto, conclui-se que esta via ndo é a mais viavel devido ao elevado tempo requerido.

Consequentemente, ndo foi realizada a etapa subsequente de fermentacédo do hidrolisado obtido.

4.6 ENSAIOS DE SSF

Os ensaios de hidrolise enzimatica e fermentacdo em simultaneo (SSF) foram realizados
em regime semi-descontinuo. A utilizacdo deste regime de operagdo tem como objetivo
maximizar a concentracdo de etanol produzida, atenuando a dificuldade de agitacdo inicial da
mistura constituida por palha de arroz, enzimas e leveduras. Para além disso, a realizacdo do
processo SSF evita a inibicdo do complexo enzimatico pelo excesso de agucares, uma vez que
estes vao sendo convertidos pelas leveduras, e a utilizagdo do regime semi-descontinuo
promove uma maior interacdo entre as enzimas e os hidratos de carbono.

Os ensaios foram realizados a 38°C em baldes de 150 mL, utilizando um total de 5.68 ¢
de hidratos de carbono (cerca de 114 g/L), uma carga de 15 FPU/gnc do complexo enzimatico
Cellic CTec2 e a levedura S. cerevisiae ATCC 26602 em fase exponencial de crescimento.
Comegou-se por fazer uma adicéo inicial de enzima de 1.43 g de hidratos de carbono (64 g/L)
e quando toda a palha de arroz se encontrava liquefeita foi feita uma nova adicao até perfazer a
massa total de hidratos de carbono estabelecida. No final de todas as adi¢des de substrato e de

enzima o caldo fermentativo tinha um volume de 50 mL.

Ensaios com meio nutricional normal

Nos primeiros ensaios realizados (NA8 e NA9) utilizou-se 0 meio nutricional mais
comum para o crescimento da S. cerevisiae (cuja composicao esta presente na secc¢ao 3.3), uma
solucdo constituida por extrato de malte, de levedura e peptona para fornecimento dos
nutrientes necessarios, sendo a fonte de carbono a glucose proveniente da hidrolise dos hidratos
de carbono da palha de arroz pré-tratada. A evolucdo da concentracdo de agucares, produtos e

subprodutos ao longo das 72 horas do processo de SSF em regime semi-descontinuo para 0s
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ensaios NA8 e NA9 é mostrada na Figura 21. Os valores apresentados na Figura 21 a)

correspondem & média de dois ensaios.
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Figura 21. Evolugdo da concentragdo de agucares e de produtos ao longo do tempo de SSF com palha de arroz obtida nos
ensaios a) NA8 e b) NA9.

A Figura 21 apresenta a evolugéo da concentracdo de etanol (produto principal), de xilitol
e de glicerol (subprodutos), de glucose e de xilose (aglcares monoméricos) ao longo de todo o
processo de SSF utilizando palha de arroz pré-tratada proveniente dos ensaios NA8 e NA9
(Figura 21 a) e b), respetivamente). Em ambos os ensaios o tempo que a palha de arroz demorou
a liquefazer foi 0 mesmo, tendo por isso as adigdes de substrato sido realizadas na mesma altura.

Para o ensaio NAS8 verifica-se que, decorridas 6.3 horas, a velocidade de fermentacdo ja
tinha ultrapassado a velocidade de hidrélise enzimatica, possuindo o caldo fermentativo 8.2 g/L
de glucose e 12.0 g/L de etanol. Isto pode ser afirmado uma vez que inicialmente ndo existia
etanol no meio e atendendo a estequiometria da reacdo de fermentacgdo: por cada kg de glucose
consumida produzem-se 0.51 kg de etanol. A concentracdo maxima de etanol é atingida
passadas 48 horas do inicio da fermentacdo, obtendo-se 30.9 g¢/L. Posteriormente, a
concentragdo diminui ligeiramente, mantendo-se relativamente constante, 29.6 g/L entre as 54
e as 72 horas. Analisando a Figura 21 a), verifica-se que este decréscimo na concentracdo de
etanol ocorre quando toda a glucose ja foi consumida, isto €, passa a existir escassez de agucares
fermentéveis pela S. cerevisiae e muito provavelmente o etanol comegou a ser consumido por
ela. A variacdo de xilose no caldo fermentativo é pouco significativa visto este monossacarideo
nédo ser metabolizado pela levedura, embora na sua presenca a xilose possa ser reduzida a xilitol,

como ja foi comprovado noutros trabalhos (Lebeau et al. 1997; Latif and Rajoka, 2001). Este
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é produzido essencialmente quando a concentracdo de glucose no meio de cultura € pequena,
ou seja, em condicOes extremas de crescimento, e atinge a sua concentracdo maxima as 72
horas, 12.9 g/L. Para além do xilitol é ainda produzido glicerol, embora em quantidades muito
pequenas (no maximo 0.4 g/L).

Pela anélise da Figura 21 b) verifica-se igualmente que, passadas 5.8 horas do arranque
do processo SSF, a velocidade de fermentacdo dos aglcares monomericos jé era superior a
velocidade de hidrolise, existindo no caldo de fermentacdo uma concentracdo de 10.8 g/L de
glucose e 14.4 g/L de etanol. Decorridas 48 horas de fermentacéo foi atingida a concentracéo
maxima de etanol para este ensaio, 42.1 g/L. De igual forma que no ensaio NA8, depois de
atingida a concentracdo méxima deste produto, esta diminui ligeiramente (até 40.0 g/L as 72
horas). Para além de etanol, no final do processo SSF existe xilose (17.3 g/L), glicerol (0.8 g/L)
e xilitol (11.1 g/L).

Comparando os resultados obtidos nos dois ensaios realizados (NA8 e NA9) verifica-se
que em ambos se atinge uma concentracdo maxima de etanol as 48 horas, embora no ensaio
NA9 a concentracdo obtida seja cerca de 10 g/L superior. Além disso, verifica-se que a
velocidade de hidrélise enzimatica é significativamente superior no ensaio NA9; por exemplo,
com a adicdo de substrato as 24 horas existe um aumento de 15.6 g/L na concentracdo de
glucose até as 30 horas, enquanto que no ensaio NA8 este aumento é de apenas 1.7 g/L. Tendo
em conta estes resultados é possivel concluir que uma pequena variacdo no teor de lenhina da
palha de arroz (6.5 vs 5.3% no ensaio NA8 e NAJY, respetivamente) tem uma influéncia
significativa no processo SSF para a producéo de etanol, limitando a acumulagdo intermediaria
de acUcares.

Com o objetivo de comparar e comprovar a ineficacia do processo SSF na auséncia da
etapa de pré-tratamento foi realizado um ensaio utilizando palha de arroz tal qual (1.00-5.66
mm - PA). Este foi realizado em descontinuo e utilizando uma massa de hidratos de carbono
bastante inferior, cerca de 0.45 g (22 g/L), de forma a evitar o problema de agitacdo
anteriormente referido. As restantes variaveis processuais foram mantidas iguais as dos ensaios
NAS8 e NA9. Neste ensaio com PA tal qual foi produzido etanol com uma concentra¢do maxima
de 1.2 g/L passado 6 horas do inicio da fermentacdo (Anexo V). Atingidas as 72 horas essa
quantidade de etanol foi, muito provavelmente, consumida na sua totalidade pelas leveduras.
Em nenhuma das trés amostras retiradas ao longo do tempo foi possivel determinar a

concentracdo de glucose. A Figura 22 mostra os cromatogramas obtidos por HPLC com a
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composicdo de agUcares, produto e subprodutos resultantes dos ensaios de SSF com palha de

arroz original (PA) e resultante dos pré-tratamentos NA8 e NA9.
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Figura 22. Cromatogramas obtidos por HPLC dos ensaios de SSF com palha de arroz original (PA) e pré-tratada (NA8 e
NA9).

Pela andlise da Figura 22 verifica-se que ao fim de 72 horas do processo SSF aplicado a
palha de arroz tal qual, ndo existe a presenca de etanol no caldo de fermentacdo. Existe uma
quantidade muito pequena de xilose e de xilitol e ndo é possivel determinar a concentracéo de
glucose no meio uma vez que ocorreu a sobreposicao de diversos picos (muito provavelmente
resultantes da presenca de oligomeros). Consequentemente, conclui-se que o processo SSF da
palha de arroz original ndo é viavel, sendo fundamental a realizacdo de uma etapa de pré-
tratamento para a eficacia deste processo. Comparando o cromatograma obtido para o ensaio
NA8 com o do NA9 (em ambos decorridas 48 horas desde o inicio da fermentacao) verifica-se
que ndo ocorreu a hidrolise completa dos oligémeros, existindo um pico identificado como
celobiose e mais trés picos ndo identificados que podem ter resultado da presenca de compostos
semelhantes. Para além destes, existe um pico ndo identificado aos 16.7, aos 18 e aos 22.2 min.
Analisando a Figura 22 constata-se também que findas 48 horas do processo de SSF ja ndo
existe glucose no meio (tanto no ensaio NA8 como no NA9), existindo, no entanto, celobiose,
0 que nos leva a concluir que ndo ocorreu a hidrdlise total dos hidratos de carbono. Em ambos,
a producéo de xilitol € muito semelhante, mas a concentracdo de xilose € maior no ensaio NA9,
assim como a concentragdo de etanol. Com base nestes dados conclui-se que, em termos de

producéo de etanol, o ensaio NA9 é mais vantajoso em relacdo ao NAS.

62



APROVEITAMENTO DOS HIDRATOS DE CARBONO CONSTITUINTES DA PALHA DE CEREAIS PARA A PRODUGAO DE BIOETANOL

Ensaios com meio nutricional alternativo

Com o intuito de diminuir os custos processuais realizou-se um ensaio (em duplicado) de
SSF com palha de arroz proveniente do ensaio NA8 com um meio nutricional alternativo,
substituindo-se o extrato de malte, de levedura e peptona por sulfato de amoénio e de magnésio
heptahidratado, hidrogenofosfato de potéssio anidro, cloreto de sodio e cloreto de célcio
dihidratado. Todas as outras variaveis processuais foram as mesmas dos ensaios realizados
anteriormente (NA8 e NA9). A evolucédo da concentracdo de agucares e produtos ao longo das

72 horas do processo SSF em semi-descontinuo estd mostrada na Figura 23.

20

Concentracio, g/L.

[
=]

——EtOH ——Glicerol —+—Xilitol -#- Glucose -B-Xilose —-Adicdo de substrato

Figura 23. Concentragao de aglcares e produtos ao longo do tempo de SSF com meio de nutrientes alternativo e palha de

arroz pré-tratada (NAS8).

Pela analise da Figura 23 verifica-se que, passadas 6.3 horas do inicio do processo SSF,
a concentracao de etanol era de apenas 1.6 g/L e a concentracdo de glucose 36.1 g/L. Visto
inicialmente ndo existirem agucares individuais, conclui-se que no inicio da reacéo a velocidade
de hidrolise enzimaética foi superior a velocidade de fermentacdo. A concentragdo méxima de
etanol foi atingida apenas as 72 horas, cerca de 33.3 g/L. Conclui-se também que, mesmo
prolongando o tempo de fermentacéo, este valor ndo iria aumentar, uma vez que no meio ja nao
existia glucose. No final do processo SSF existia ainda uma concentracdo de 19.1 g/L de xilose,
1.6 g/L de xilitol e 1.9 g/L de glicerol.

Comparativamente ao ensaio NA8 (meio nutricional normal) verifica-se que foi
produzida uma quantidade ligeiramente superior de etanol (33.3 vs 30.9 g/L em NAAS8 e NAS,

respetivamente) embora sejam necessarias mais 24 horas até que seja atingido este valor. Pela
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comparacdo da Figura 23 com a Figura 21 a), observa-se que a velocidade de fermentagdo €
visivelmente menor nas primeiras 32 horas, o que é justificado pelo facto do meio nutricional
utilizado ndo ser o preferencial ao crescimento e multiplicacdo da levedura, levando a
ocorréncia de uma fase de adaptacdo da levedura. E notéria também a maior concentracio de
glicerol produzida (1.9 e 0.2 g/L em NAAS8 e NAS, respetivamente) e a menor producdo de
xilitol (1.6 e 12.9 g/L em NAAS8 e NAS8). A baixa producédo de xilitol pode ser explicada pelo
facto de este composto apenas ser produzido quando a levedura esta num meio com condi¢6es
nutricionais extremas (neste caso sem glucose, uma vez que esta levedura s6 metaboliza
hexoses) e isto s6 acontece nas Ultimas 24 horas do processo. Para além disso, comparando o
intervalo de tempo e as concentracbes de glucose existentes, conclui-se também, pela
comparacdo com o ensaio NA8, que o meio nutricional tem influéncia na maior ou menor
producdo de subprodutos.

Na Tabela 19 esta registado o tempo para o qual a concentracdo de etanol produzida foi
méaxima, o valor dessa concentracdo, a produtividade e o rendimento em etanol com base na
concentracdo de hidratos de carbono e com base na glucose disponivel. No Anexo V estéo
apresentadas todas as concentracdes de agucares e produtos determinadas por HPLC ao longo

das 72 horas do processo de SSF.

Tabela 19. Resultados de SSF em semi-descontinuo com palha de arroz proveniente do ensaio NA8 e NA9 em meio normal

ou alternativo.

Ensaio NAS NAAS NA9 PA
Nutrientes Normal Alternativo Normal Normal
tsse (h) 48 72 48 6.3

[EtOH] (g/L) 30.9 333 42.1 1.2
P (g/(L h)) 0.64 0.46 0.88 0.19

Y (EtOH) (%0) 48.4 51.2 64.5 9.3
Y’ (EtOH) (%) 69.3 74.7 95.3 14.1

(*) - tempo de SSF com o qual se obteve uma concentragcdo maxima de etanol, tendo sido utilizado no calculo dos restantes parametros.

Atraves da analise da Tabela 19 comprova-se desde logo que a realizacdo do processo
SSF com palha de arroz sem pré-tratamento prévio € altamente inviavel, pois sdo produzidas
apenas 1.2 g/L de etanol com uma produtividade de 0.19 g/(L h). Comparando os resultados

obtidos com meio nutricional normal e alternativo (NA8 e NAAS8) verifica-se que, com a
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utilizacdo do meio alternativo, existe um aumento da concentracdo maxima de etanol produzida
(30.9 vs 33.3 g/L nos ensaios NA8 e NAAS, respetivamente) e do rendimento, sendo este de
48.4 e 51.2% em termos de conversdo de hidratos de carbono para o ensaio NA8 e NAAS,
respetivamente, e 69.3 e 74.7% em termos de conversao de glucose para 0S mesmos ensaios.
No entanto, existe uma diminui¢do da produtividade de 0.64 para 0.46 g/(L h), o que é uma
desvantagem e pode inviabilizar a utilizacdo do meio nutricional alternativo que seria
economicamente uma boa alternativa. Comparando também os resultados obtidos com o ensaio
NA8 e NA9 verifica-se, tal como ja tinha sido referido anteriormente, que uma pequena
diferenca no teor de lenhina da palha de arroz pré-tratada tem bastante influéncia nos resultados
do processo SSF. Com uma diferenca de 1.2% no teor de lenhina (6.5 e 5.3% na palha de arroz
resultante do ensaio NA8 e NA9, respetivamente) obtém-se uma producao de etanol superior
em 11.2 g/L, uma produtividade 0.24 g/(L h) superior e um rendimento de producdo de etanol
16.1% superior em termos de converséo de hidratos de carbono e 26% em termos de converséo
de glucose. Tendo por base estes resultados, conclui-se que 0 ensaio mais promissor € 0 NA9
(de entre os que foram realizados), pois com este consegue-se obter a maior concentracao de
etanol, produtividade e rendimento de conversao de hidratos de carbono e glucose: 42.1 g/L,
0.88 g/(L h), 64.5% e 95.3%, respetivamente. Em ensaios futuros, os parametros definidos para
a realizacdo deste ensaio devem ser otimizados, como por exemplo, a carga enzimatica
utilizada, a concentracdo de hidratos de carbono e a consisténcia, de forma a aumentar o

rendimento de producdo de etanol e a produtividade do processo.
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5. CONCLUSAO E SUGESTOES DE TRABALHO FUTURO

O presente trabalho teve como objetivo a valorizacdo dos hidratos de carbono de uma
matéria-prima abundante na zona do Baixo Mondego, a palha de arroz, para a producdo de
bioetanol.

Numa primeira fase foi realizado um pré-tratamento alcalino da palha de arroz com o
intuito de remover lenhina e deixar a celulose mais acessivel. Com os ensaios de pré-tratamento
realizados com NaOH verificou-se que a concentracdo, a temperatura e o tempo séo fatores que
tém uma grande influéncia no processo de deslenhificacdo da biomassa. Destes concluiu-se que
0 N8 e 0 N9 (ensaios realizados a 121°C, durante 2 horas e com uma concentracdo de NaOH
de 120 e 150 mg/gra, respetivamente) sdo 0s mais promissores para a realizacdo dos processos
seguintes de hidrdlise e fermentacdo. Esta conclusdo foi tirada com base em ensaios
preliminares de hidrdlise enzimética nos quais se verificou que com os tratamentos
selecionados se consegue atingir a hidrolise da totalidade dos hidratos de carbono e mais
rapidamente do que com a palha de arroz proveniente de outras condi¢fes de pré-tratamento.
Para além destes ensaios de hidrolise enzimatica foi realizado um com palha tal qual, de forma
a analisar o efeito do pré-tratamento. Este permitiu que se concluisse que a etapa de pré-
tratamento é fundamental para a eficiéncia deste processo, uma vez que utilizando a palha de
arroz original apenas se atinge um rendimento de hidrélise enzimatica de 32.4%. Com palha de
arroz obtida do ensaio N5 e N6 analisou-se ainda a influéncia da moagem prévia da biomassa
pré-tratada (0.841 mm em vez de 1.00-5.66 mm) na eficiéncia do processo de hidrélise
enzimética. Com estes resultados constatou-se que as diferencas ndo eram significativas, ndo
compensando assim 0s gastos energéticos associados ao processo de moagem.

Na tentativa de eliminar as fragdes hemicelulésicas ligadas a lenhina efetuou-se um pré-
tratamento com HCI combinado com NaOH, tendo sido estudada a variagdo do tempo de pré-
tratamento. Comparativamente aos resultados obtidos apenas com NaOH concluiu-se que o
tratamento combinado ndo € viavel uma vez que existe um maior consumo de energia e de
reagentes e que o teor de lenhina do material slido obtido foi superior.

Numa segunda fase, foi efetuado um aumento de escala do ensaio N8 e N9, tendo-se
confirmado que a percentagem de remocdo de lenhina era maior, tal como era esperado, no
ensaio NA9 (90.4 vs 87.8% em NA9 e NAS, respetivamente). No entanto, uma vez que estes
ensaios foram realizados em momentos diferentes e numa autoclave maior sem um nivel de

controlo da temperatura tdo avancado quanto o da autoclave utilizada nos ensaios em pequena
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escala, verificou-se que a variacdo dos resultados do ensaio N8 para NA8 e N9 para NA9 néo
foram concordantes.

Findo o pré-tratamento, avaliou-se de que forma o regime de operacdo (descontinuo ou
semi-descontinuo) influenciava o processo de hidrélise enzimatica. Destes ensaios concluiu-se
que, para a massa de hidratos de carbono definida (6.95 g), o processo em descontinuo era
inviavel, uma vez que passadas 72 horas o material solido (PA tratada) ndo se encontrava
liquefeito, apresentando um aspeto bastante semelhante ao do inicio do processo. Para a
hidrolise enzimatica em semi-descontinuo estabeleceu-se uma massa inicial de 1.74 g em
hidratos de carbono. Apds as 72 horas estabelecidas para o processo, a palha de arroz ainda ndo
se encontrava liquefeita no caso do ensaio NA9. No ensaio NAS8 foi feita uma segunda adi¢ao
de substrato aproximadamente as 32 horas, mas esta apenas liquefez as 72 horas, pelo que
ficaram em falta duas adi¢Ges de substrato por forma a atingir a massa total que se pretendia
hidrolisar. Consequentemente, concluiu-se que o processo de hidrélise enzimatica ndo € viavel
em nenhum dos regimes de operacdo estudados, muito provavelmente devido as dificuldades
de agitacdo que dificultam a interacdo entre a enzima e o substrato.

Avaliou-se entdo a viabilidade do processo de SSF em semi-descontinuo para a producgéo
de etanol. Este foi realizado com palha de arroz tal qual e resultante do pré-tratamento NA8 e
NAO9. No primeiro concluiu-se, como era esperado, que a utilizacdo deste tipo de biomassa sem
pré-tratamento prévio era inviavel, tendo sido produzido 1.2 g/L de etanol em 72 horas, com
uma produtividade de 0.19 g/(L h). Com a palha de arroz pré-tratada produziu-se, no final de
48 horas, 30.9 e 42.1 g/L de etanol nos ensaios NA8 e NA9, respetivamente. Estes resultados
sdo bastante satisfatorios nesta primeira abordagem a utilizacdo da palha de arroz proveniente
do Baixo Mondego para a producao de bioetanol, tendo-se obtido uma produtividade de 0.64 e
0.88 g/(L h) e um rendimento de conversdo de glucose em etanol de 69.3 e 95.3% nos ensaios
NA8 e NA9, respetivamente. Com estes resultados conclui-se ainda que uma pequena variagdo
no teor de lenhina da palha de arroz (6.53 vs 5.27 nos ensaios NA8 e NA9, respetivamente) tem
uma influéncia significativa na quantidade de etanol produzida.

Com o intuito de reduzir os custos do processo SSF avaliou-se a viabilidade da utilizagdo
de um meio nutricional alternativo de mais baixo custo. Neste ensaio (NAAS) utilizou-se palha
de arroz proveniente do ensaio NA8 e no final de 72 horas deste processo conseguiu-se a
producdo de mais 2.4 g/L de etanol. No entanto, existe um decréscimo da produtividade de 0.64
para 0.46 g/(L h) para o ensaio NA8 e NAAS, respetivamente, pelo que se conclui que a

utilizagcdo do meio nutricional alternativo tem de ser estudada mais detalhadamente, no sentido
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de entender se a reducéo de custo é suficientemente compensatoria em relacdo a diminuicao da

produtividade.

O trabalho experimental realizado foi de encontro aos objetivos inicialmente propostos,
tendo-se conseguido uma producdo de bioetanol com concentragdo e produtividade
interessantes, a partir de palha de arroz. No entanto, em trabalhos futuros existem vérias
variaveis que devem ser otimizadas no futuro, no sentido de reduzir os custos processuais e
aumentar a concentracdo e a produtividade de producdo de etanol. Sugere-se entdo que seja
analisada a viabilidade de se utilizar uma base mais barata como o Ca(OH). no pré-tratamento,
em vez de se usar NaOH. Para além disso, é necessario otimizar o tempo de pré-tratamento, a
temperatura e a relacdo liquido/sélido utilizada. No que diz respeito ao processo SSF, deve ser
estudada a viabilidade de utilizar o meio nutricional alternativo com a palha de arroz
proveniente do ensaio NA9, assim como o aumento da carga de hidratos de carbono e da

consisténcia do meio.
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ANEXO | — CARATERIZACAO QUIMICA DA PALHA DE ARROZ

De forma a caraterizar quimicamente a amostra de biomassa lenhocelul6sica foi
necessario, em primeiro lugar, preparar a amostra e determinar alguns parametros, tais como:
0 teor de sdlidos e de cinzas, 0s extrataveis, a lenhina total e o teor de hidratos de carbono. As
metodologias utilizadas para a determinagdo desses pardmetros estdo descritas no presente
anexo, tendo sido baseadas em protocolos do NREL (Laboratério Nacional de Energia
Renovavel, EUA).

. Preparacéo das amostras (Hames et al.,2008)
Moer as amostras de palha de arroz (moinho Retsch - Modelo 5657).

Peneirar as amostras com quatro peneiras de porosidade 0.210, 0.841, 1.00 e 5.66 mm.

w N PP

Guardar as amostras em sacos por tamanhos. Num guardar a biomassa com tamanho
inferior a 0.210 mm, noutro a que passa na peneira de 0.841 mm e é retida na de 0.210
mm, noutro a biomassa com tamanho entre 0.841 e 1.00 mm e noutro a biomassa com

tamanho compreendido entre 1.00 e 5.66 mm.

B. Determinacdo do teor de sélidos (Sluiter et al., 2008a)
Pesar, com precisao de 0.1 mg, 0.5 a 2 g de amostra de palha de arroz com tamanho
compreendido entre 0.210 e 0.841 mm, dentro de uma caixa de vidro tarada.

2. Colocar a caixa com a amostra na estufa a 105 + 3 °C durante cerca de 12 horas
(geralmente, durante a noite).

3. Retirar a caixa da estufa, coloca-las num exsicador durante 20 minutos e pesa-la.
Remover a amostra seca da caixa e pesa-la.

4. A percentagem de sélidos é dada pela razdo entre a massa de palha de arroz seca a 105°C

(meas) e a palha de arroz himida (mean) @ multiplicar por 100, equagéo 12.

m
teor de solidos (%) =L(g) x 100 (12)

Mpag (2)

5. Efetuar este procedimento em duplicado e fazer a média dos teores de solidos obtidos.
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C. Determinacao do teor de cinzas (Sluiter et al., 2008b)

1. Colocar na mufla um cadinho de porcelana devidamente identificado, a 575 + 25 °C

durante o tempo necessario para nao existir variacdo da sua massa (minimo 4 horas).

2. Retirar o cadinho da mufla para um exsicador e aguardar 20 minutos até que este

arrefeca.
Pesar o cadinho com uma preciséo de 0.1 mg.

4. Pesar, dentro do cadinho, 0.5 a 0.2 g de amostra de palha de arroz, com tamanho inferior

a0.210 mm.

5. Colocar o cadinho com a amostra na mufla e programar uma rampa de temperatura.

Rampa desde a temperatura ambiente até 105 °C e manter nesta temperatura durante 12

minutos. Aumentar gradualmente a temperatura durante 15 minutos até atingir 250 °C

e manté-la por 30 minutos. Aumentar novamente a temperatura durante 20 minutos até

atingir 575 °C e permanecer a esta temperatura por 10 horas. Permitir que a temperatura

desca até aos 105 °C até que as amostras sejam retiradas da mufla.

6. Remover o cadinho da mufla, coloca-lo num exsicador durante 20 minutos e pesa-lo.

7. A percentagem de cinzas € dada pela razdo entre a massa de palha de arroz incinerada

(mpai) e a palha de arroz seca (mpas) @ multiplicar por 100, equagéo 13.

m
teor de cinzas (%) = L(g) x 100 (13)

Mp,s (8)

8. Efetuar este procedimento em duplicado e fazer a média dos teores de cinzas obtidos.

D. Determinacdo dos extrativos (Sluiter et al., 2008c)

1. Pesar cercade 10 g, com precisdo de 0.1 mg, de amostra de palha de arroz, com tamanho

compreendido entre 0.210 e 0.841 mm, num cartucho de extrag&o.

2. Colocar algumas esferas de vidro dentro de um baldo de vidro, de forma a evitar

ebuligdes muito bruscas, e colocar também 190 £ 5 mL de etanol 95 % (v/v).

3. Colocar o baldo na manta de aquecimento, ajusta-lo ao Soxhlet, colocar o cartucho de

extracdo dentro deste aparelho e ligar o Soxhlet ao condensador.

4. Depois de ocorrer o primeiro ciclo de extracdo, verificar se ocorrem cerca de quatro a

cinco ciclos por hora durante cerca de quatro horas. Caso isto ndo aconteca, alterar a

temperatura da manta.
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5. Colocar na estufa a 105 £ 3 °C caixas de vidro com tampa a secar durante cerca de 4

horas. No final, coloca-las num exsicador, aguardar vinte minutos e pesa-las.

6. Terminada a extracdo, fazer a destilacdo do etanol contido no baldo até este ficar com

cerca de 25 mL, transferir o seu contetdo para cada caixa e levar a estufa a 105 + 3 °C

durante cerca de 6 horas. Deixar arrefecer num exsicador durante 20 minutos e pesar o

que se obteve para quantificar os extrativos removidos com etanol.

7. A percentagem de extrativos € determinada pela razdo entre a massa de extrativos

removida com etanol (Mex: eron) € a palha de arroz seca (mpas) a multiplicar por 100,

equacéo 14.

MEgxt EtOH (8)

extrativos (%) = -
PAS

x 100  (14)

8. Lavar a palha de arroz contida no cartucho com etanol e colocar a secar a 45°C durante

cerca de 16h.
9. Efetuar este procedimento em duplicado e fazer a média dos extrativos obtidos.

E. Determinacdo dos hidratos de carbono e da lenhina (Sluiter et al, 2012d)

Hidrolise 4cida

1. Inserir um cadinho filtrante de vidro na estufa a 105 + 3°C durante cerca de 4 horas.

2. Pesar, aproximacdo de 0.1 mg, 3.00 mg de palha de arroz pré-extraida num tubo de

centrifuga.

3. Adicionar 3.00 + 0.001 mL de &cido sulfarico a 72% (m/m) no tubo e misturar. Colocar

0 tubo num banho de agua a 30 + 3 °C durante 60 minutos e agitar a cada 5 a 10 minutos,

sem retirar a amostra do banho.

4. Retirar o tubo do banho e verter o seu contetdo para um frasco autoclavavel, onde se

dilui o &cido sulfarico para 4% (m/m) pela adi¢ao de 84.00 £+ 0.04 g de agua ultrapura.

5. Colocar o frasco na autoclave a 121 °C durante uma hora.

6. Retirar o cadinho filtrante da estufa, coloca-lo num exsicador durante 20 minutos e

pesa-lo.

7. Retirar o frasco da autoclave e deixar arrefecer. Filtrar o seu contedido a vacuo usando

o cadinho filtrante previamente seco. Armazenar o filtrado recolhido num frasco.
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8. Lavar com 50 mL de &gua destilada quente (diminui o tempo de filtracdo) o frasco
retirado da autoclave, de forma a remover todos os solidos presentes, e filtrar através do

cadinho.

Determinacdo da lenhina insollvel

9. Colocar o cadinho filtrante de vidro com os residuos na estufa a 105 + 3 °C durante
cerca de 12 horas (geralmente, durante a noite).

10. Retirar o cadinho da estufa, coloca-lo num exsicador durante 20 minutos e pesa-lo.

11. A percentagem de lenhina insoluvel é determinada pela razdo entre a massa de lenhina
insoltvel (Mennina_ins) € @ palha de arroz seca (mpas) a multiplicar por 100. No entanto,
para termos a percentagem de lenhina soltvel em relacdo a amostra original € necessario
ter em conta a percentagem de extrativos que se removeram. Este valor é dado pela

equacdo 15. A massa de lenhina insoltvel é dada pela equacéo 16.

My enhina_ins (g)
Mp,s (8)

lenhina insoluvel (%) = X (100 — extrativos (%)) (15)

My enhina_ins = Mcadinho de vidro+filtro+lenhina ins — Mcadinho de vidro+filtro (16)
12. Efetuar este procedimento em duplicado e fazer a média da lenhina insolGvel obtida.

Determinacéo da lenhina soltvel

13. Colocar 0.5 mL do filtrado recolhido no passo 7 num tubo de ensaio e adicionar 4.5 mL
de agua ultrapura, agitando de seguida (dilui¢do 1:10).

14. Noutro tubo de ensaio colocar 0.5 mL de acido sulfurico a 4% e adicionar 4.5 mL de
agua ultrapura (branco).

15. Utilizando uma celula de quartzo, medir a absorvancia da amostra contida em cada tudo
no espetrofotometro a 205 nm. Caso a absorvancia ndo se encontre entre 0.2 e 0.8,
limites da lei de Beer Lambert, alterar o fator de dilui¢do (FD) até conseguir um valor
dentro deste intervalo. Esta medi¢do deve ser feita no maximo até 6 horas apos a
realizacdo da hidrolise acida.

16. A percentagem de lenhina soluvel é determinada pela relagéo entre a absorvancia a 205
nm (Abs), o fator de dilui¢do utilizado, o volume de hidrolisado (VHidrolisado=87

mL), a absortividade, ¢, da lenhina (110 L/(g cm)), o comprimento da célula (b=1
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lenhina soluvel (%) =

17.
18.

cm), a massa de palha de arroz seca e ainda € necessario contabilizar a quantidade de
extrativos que foi removida em relacdo a amostra original. Esta percentagem é calculada

com base na equacéo 17.

Abs X FD X Vyigrolisado (L)

e (gam) % b (em) X mpas )

x (100 — extrativos (%)) (17)

Efetuar este procedimento em duplicado e fazer a média da lenhina soltvel obtida.
A percentagem de lenhina total é dada pela soma da lenhina insoltvel com a solvel,

como apresentado na equagéo 18.

lenhina total (%) = lenhina insolivel (%) + lenhina soluvel (%) (18)

Determinacdo dos hidratos de carbono

19.

20.

21.

22.

Neutralizar, utilizando carbonato de célcio (CaCO3), cerca de 15 a 20 mL do licor de
hidrélise, filtrado obtido no passo 7, para cada amostra até um pH entre 5 e 6.

Deixar sedimentar o precipitado, fazer a decantacdo do liquido, filtrar com um filtro de
seringa com porosidade de 0.2 um e acondicionar em dois tubos eppendorf, um para
injecdo no HPLC e outro para congelar, no caso de ser necessario repetir alguma
injecdo, uma vez que o periodo de conservacdo destas amostras é de apenas 2 semanas
no frigorifico.

Fazer a injecdo da amostra no HPLC, neste caso o tempo de injecao entre amostras € de
cerca de uma hora para verificar se para alem dos hidratos de carbono também existe
furfural ou hidroximetilfurfural (produtos de degradacdo da xilose e da glucose,
respetivamente), uma vez que estes compostos possuem maiores tempos de retencao.
Determinar a percentagem de hidratos de carbono presentes na amostra de palha de
arroz, equacdo 19. Para isso € necessario ter em conta a concentracdo dos
monossacarideos obtida por HPLC (CrpLc), 0 volume de hidrolisado, o fator de correcdo
anidro (fc), amassa de palha de arroz seca e ainda é necessario contabilizar a quantidade

de extrativos que foi removida em relagdo a amostra original.
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hidratos de carbono(%)

— CHPLC (g/mL) X VHidrolisado (mL) x fc
Mpas(g)

X (100 — extrativos (%)) (19)

O valor de fc varia consoante seja relativo a uma pentose (xilose e arabinose) ou

a uma hexose (glucose, manose e galactose), sendo:

fc (pentoses) = 0.88
fc (hexoses) = 0.90
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ANEXO Il —ENSAIOS DE HIDROLISE ENZIMATICA E DE FERMENTACAO

Quantidades utilizadas nos ensaios de hidrélise enzimatica

Para a preparacao dos ensaios de hidrolise enzimatica, primeiramente foi necessario estabelecer qual a carga enzimatica e o volume a utilizar.
Posto isto, e conhecendo o valor da atividade enzimatica a 50°C (148 FPU/mL) determina-se o volume de enzima e de tamp&o citrato a utilizar. As

reacOes de hidrdlise enzimatica ocorrem a 50°C e 150 rpm. As condi¢es e todas as quantidades utilizadas estdo presentes na Tabela 20.

Tabela 20. Condi¢Bes e quantidades utilizadas nos ensaios de hidrolise enzimatica.

Ensaio N5 NM5 N6 NM6 NM7C) NM8®) NM9® PAM NA8 NA9” NA8 NA9
Massa HC (Q) 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 6.95 6.95 6.95 6.95
Massa PA (g) 0.64 0.64 0.57 0.57 0.75 0.74 0.67 1.0 36.1 404 36.1 40.4

Carga total de sélidos (%)  3.20 3.20 2.85 2.85 3.45 3.37 3.07 4.49 1594 1598 1594 15.98

Carga enzimatica

20 20 20 20 20 20 20 15 15 15 15 15
(FPU/gnc)
V Enzima (ML) 0.068 0.068 0.068 0.068 0.068 0.068 0.068 0053 0.700 0.700 0.700 0.700
V Tampio (ML) 19.292 19.292 19.362 19.362 19.182 19.192 19.262 18.947 13.30 8.900 13.300 8.900
V Total (ML) 20 20 20 20 20 20 20 20 50 50 50 50
t hidretise (N) 24 24 24 24 24 24 24 24 72 72 72 72
Regime de operacéo D D D D D D D D D D S S

D — Descontinuo; S — Semi-descontinuo; ) _ Ensaios realizados em duplicado.
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Quantidades utilizadas nos ensaios de SSF

As reacdes de SSF ocorrem a 38°C e 150 rpm durante 72 horas. Para a preparacdo dos
ensaios de SSF, foi necessario estabelecer qual a carga enzimatica, o volume de in6culo, de
nutrientes e o volume total a utilizar. Tendo em conta o valor da atividade enzimatica a 38°C
(59.7 FPU/mL) determina-se o volume de enzima e de tampéo citrato a utilizar. As condicdes

e todas as quantidades utilizadas estdo presentes na Tabela 21.

Tabela 21. Condig8es e quantidades utilizadas nos ensaios de SSF.

Ensaio NAS®™ NAAS™  NA9 PA
Massa HC (g) 5.68 5.68 568 05
Massa PA (g) 29.5 29.5 330 10
V Enzima (ML) 1.43 1.43 143 143
V Tampao (ML) 12.07 12.07 857 14.77
V Inéeuto (ML) 5 5 5 2
V Nutrientes (ML) 2.0 2.0 2.0 0.8

V Total (ML) 50 50 50 20
Regime de operacéo S S S D

D — Descontinuo; S — Semi-descontinuo; () _ Ensaios realizados em duplicado.
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ANEXO Il — QUANTIFICACAO DE COMPOSTOS POR HPLC

O método de HPLC tem por objetivo a identificacdo e quantificacdo dos compostos
constituintes de uma amostra atraves do seu tempo de retencdo. Esta é injetada na pré-coluna,
é arrastada pelo eluente e ao atravessar o detetor existe uma mudanca do indice de refracdo do
eluente causada pelas moléculas que constituem a amostra, 0 que permite a sua identificacéo.
Antes da injecdo destas amostras é necessaria a elaboracdo de curvas de calibracdo. Estas sdo
construidas através da injecdo sucessiva de solucdes padrdo com diferentes concentragdes do
composto em estudo no HPLC. Na Tabela 22 estdo presentes os tempos de retencdo de cada
um dos compostos estudados assim como o declive da curva de calibracdo e o fator de
correlagéo.

Tabela 22. Tempo de retengdo, declive e fator de correlacdo da curva de calibragdo dos compostos estudados.

Composto ~ Tempo de Retencdo (min) Declive (mRIU.s/ (mg/mL)) r

Celobiose 11.390 0.31043 0.998
Glucose 13.713 0.32624 0.999
Xilose 14.873 0.35215 0.999
Galactose 15.060 0.34193 0.999
Acido Acético 15.257 0.36436 0.997
Manose 15.363 0.33668 0.999
Arabinose 17.117 0.33622 0.999
Glicerol 20.140 0.23996 0.999
Etanol 20.300 0.12174 0.999
Xilitol 26.227 0.29646 0.999
HMF 38.793 0.35405 0.999
Furfural 51.013 0.32869 0.999
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ANEXO IV — PREPARACAO DO TAMPAOQO CITRATO E DO REAGENTE
DNS-MODIFICADO

Preparacdo do tampdo citrato 0.05 M

Na preparacdo do tampao citrato comegou-se por preparar uma solucdo a 1 M e pH entre
4.5 e 5 e no final fez-se uma diluicdo até 0.05 M. Para isso pesou-se 105 g de acido citrico
monohidratado e dissolveu-se em 350 mL de agua destilada. De seguida adicionou-se NaOH
(cerca de 30 g) ate atingir um pH=4.5 e agua destilada até perfazer 500 mL. No final verificou-
se se 0 pH estad compreendido entre 4 e 5 (no caso de ndo estar, adicionar NaOH) e procedeu-
se a diluicdo da solucdo até uma concentracdo de 0.05 M.

Preparacdo do reagente DNS-modificado

Na preparacdo do reagente DNS-modificado comegou-se por adicionar 5.3 g de &cido 3,5-
dinitrosalicilico e 9.9 g de NaOH a 708 mL de agua destilada. Depois de tudo solubilizado
adicionou-se 153 g de sais de Rochelle e 3.8 mL de fenol (fundido a 50°C).
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ANEXO V — CONCENTRAGCAO DE ACUCARES, PRODUTOS E SUBPRODUTOS NO PROCESSO DE SSF

Na Tabela 23 estdo presentes os valores obtidos por HPLC da concentracdo de glucose, xilose, arabinose, etanol, xilitol e glicerol ao longo do tempo do

processo de SSF nos ensaios realizados, assim com a produtividade e o rendimento de etanol calculados com base nas referidas concentracgdes.

Tabela 23. Concentragdes de agucares, produtos e subprodutos ao longo do tempo do processo de SSF obtidos por HPLC.

Ensaio Tempo [Glucose] [Xilose] [Arabinose] [EtOH] [Xilitol] [Glicerol] P Y (EtOH) Y’ (EtOH)
(h) (9/L) (g/L) (/L) (g/L) (g/L) (g/L) (9/(L.h)) (%) (%)
6.3 8.16 9.01 1.20 11.97 n.i. 0.13 1.89 36.6 53.4
24 1.68 10.89 n.i. 22.59 4.64 0.28 | 0.94 46.2 67.3
27.2 2.24 12.18 n.i. 23.61 4.87 0.25 0.87 40.3 58.8
NA8 29.8 3.38 13.57 n.i. 27.17 4.04 0.36 0.91 47.2 67.6
48 0.88 12.75 n.i. 30.91 7.04 0.32 0.64 48.4 69.3
53.8 n.i. 12.65 n.i. 29.38 8.54 0.40 0.55 45.2 65.9
72 0.31 10.05 n.i. 29.64 12.88 0.19 0.41 45.6 66.4
5.8 10.80 9.50 2.94 14.35 n.i. 0.21 2.46 39.1 57.8
24 1.08 13.16 n.i. 34.01 4.57 0.66 | 142 65.6 97.0
27.2 4.34 14.23 n.i. 29.99 4.33 0.51 1.10 49.9 73.8
NA9 30.7 16.70 17.73 n.i. 30.15 2.94 0.67 0.98 50.2 74.2
47.7 0.30 17.70 n.i. 42.09 6.35 0.66 0.88 64.5 95.3
54.2 1.62 16.48 n.i. 40.67 7.87 0.45 0.75 62.3 92.1
71.7 n.i. 17.25 n.i. 40.00 11.08 0.75 0.56 61.3 90.6
6.3 36.08 6.88 0.96 1.61 n.i. 0.10 0.26 4.9 7.2
24 22.58 15.73 n.i. 15.96 0.28 1.50 | 0.67 32.6 47.6
NAAS 29.8 32.99 17.83 n.i. 15.06 0.34 1.19 | 051 26.2 37.5
48 12.46 20.82 n.i. 27.34 0.84 1.61 0.57 42.8 61.3
53.8 3.05 19.89 n.i. 31.41 1.10 1.77 0.58 48.3 70.4
72 n.i. 19.07 n.i. 33.31 1.63 1.90 0.46 51.2 74.7
6.3 n.i. n.i. 0.03 1.19 n.i. 0,10 0.19 9.3 14.1
PA 24 n.i. 0.61 0.05 0.13 0.03 n.i. 0.01 1.0 1.6
72 n.i. 0.18 0.04 n.i. 0.18 n.i. 0.00 0.0 0.0

Adicdo de substrato; n.i. — ndo identificado.
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