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Resumo

As culturas energéticas apresentam vantagens muito significativas ao nivel
agricola, sendo ja uma alternativa a outras fontes de biomassa, homeadamente as
culturas alimentares, para a producéo de biocombustiveis sélidos. No entanto, ha ainda
diversas barreiras que limitam a sua utilizacdo para a producdo de combustiveis
liquidos, nomeadamente a baixa digestibilidade da sua fracéo celulésica.

Neste trabalho avaliou-se a composicdo quimica de duas culturas energéticas
tendo sido comparadas com outras fontes de biomassa, nomeadamente residuos
agroindustriais. A biomassa de Miscanthus e Faia, culturas energéticas passiveis de
serem cultivadas em Portugal, foram estudadas em trabalhos posteriores com vista a
sua valorizacdo no ambito do enquadramento da biorrefinaria, tendo-se desenvolvido
dois processos de fracionamento, hidrélise acida e autohidrolise.

O tratamento por hidrélise acida permitiu a obtencdo de elevados rendimentos
em monossacaridos (tendo-se obtido hidrolisados com concentracbes de agucares
superiores a 24 g/L) passiveis de conversdo em biocombustiveis liquidos. A
autohidrélise permitiu a recuperacdo da hemicelulose essencialmente na forma de
oligossacaridos, compostos com potenciais efeitos pré-bidticos e que apresentam maior
valor acrescentado, tendo-se atingido concentragdes de 16 g/L.

Ambos os processos levaram ao aumento significativo da digestibilidade
enzimética da fracéo celulosica remanescente de ambos os materiais testados, tendo-
se atingido um maximo de aproximadamente, 70% em glucano e 80% em xilano para
Miscanthus e aproximadamente 24% em glucano e 73% em Xxilano para a Faia, que
contribui significativamente para o potencial de producdo de biocombustiveis liquidos

A viabilidade técnico-econdémica da valorizagéo destes materiais é apresentada
e discutida tendo por base os balangos de massa preliminares, tendo-se demonstrado
que os processos de autohidrélise apresentam maior potencialidade de viabilidade

econdmica.

Palavras Chave

Autohidrélise; Biomassa; Culturas Energéticas, Digestibilidade Enzimatica; Faia;

Hidrdlise acida; Miscanthus
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Abstract

Energy crops have very significant advantages at the agricultural level, and are
already an alternative to other sources of biomass, namely food crops, for the production
of solid biofuels. However, there are still several barriers that limit their use for the
production of liquid fuels, namely the low digestibility of its cellulosic fraction.

In this work, the chemical composition of two energy crops was evaluated and
compared with other sources of biomass, hamely agro-industrial wastes.

The biomass of Miscanthus and Beech, energy crops that can be grown in
Portugal, were selected for further work aiming their valorization within the biorefinery,
by studying two fractionation processes, acid hydrolysis and autohydrolysis. The
treatment by acid hydrolysis allowed obtaining higher concentrations than 24 g/L in
hemicellulosic monosaccharides, potentially convertible into liquid biofuels. Conversely,
autohydrolysis allowed the recovery of hemicellulose essentially in the form of
oligosaccharides, compounds with potential prebiotic effects and hence with higher
added-value, where the values were higher than 16 g/L. Both processes led to a
significant increase in enzymatic digestibility of the remaining cellulosic fraction of both
tested materials, 70% of glucan and 80% of xilan, for Miscanthus and 24% of glucan and
73% of xilan, for Beech, which contributes grately to a potencial production of liquid
biofuels.

The techno-economic analysis of the proposed upgrading strategies is presented
and discussed based on the preliminary mass and energy balances obtained.
Autohydrolysis is shown to present potential economic advantages over the dilute acid

hydrolysis process.

Keywords
Acid Hydrolysis; Auto-Hydrolysis; Beech; Biomass; Energy crops; Enzymatic

Digestibility; Miscanthus






indice geral

AGRADECIMENTOS .......ccoiiiiiiiiisrsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 1]
L2 U1 [ 2Nt Vil
PALAVRAS CHAVE ....uviieeeiieeeeeteeeeeeiteeeeeeteeeesetaeeeestseeeeeaseeeeetseaeeastseeeesseeesasseeeeassseseassseeesasseeeeantseeeanes vil
ABSTRACT ...ceiieiitierteereeereeneteeeeeeseressssnseressssnsessssssssessssssassssssesassssnsessssssnsesassesnsssansesssssansesnnssnnne IX
KEYWORDS ....tteeeeutteeeeeitteeesitteeeatteeeeeseseeesasaeeaasstasaeassseeesasseasasssaeesanssaeesasseesanstaeesanssseesnnseaaasssenenannn IX
INDICE GERAL.....cceviueueueerereiseseeesessssesestssssssssssssssssssssssssssssssssessssnssssssesessnssssssssssensssssssssnsnnns XI
TNDICE DE QUADROS ...c.veveeveeeeeeeeee et e e et eeeeeseeee e et eseseeeneeseeeseneesenensseesesesesensseeseesasenesesenssaseneseseeneas XV
INDICE DE FIGURAS ...ttt et et ee s s s e ee e eesenes et et eseseeeseeeseteeses et es st seseseseeteesenennenesssseeeesenenenas XV
LISTA DE ABREVIATURAS, ACRONIMOS E SIIMBOLOS ......ccvermrrereenerirreseesenesssssssesesssssesesesnes Xvii
1 INTRODUGAOD.......coerverireiressessessesessessessessssessessessesessessessessesssessessessssassessessessssensessessesansans 1
1.1 ENQUADRAMENTO ..eceoutveeeeetreeeeeteeeeeteeeeensreeeeeseeeessseeeessseeesessssessasseseeasssseeesseesensseseennseeeennnees 1
0 -1 -2 1 1Y/ o PRSP 3
1.3 ESTRUTURA ettt e eetteeeeeteeeeeetteeeeeteeeeeteeeeeetseeeeesaaeeeestaeeeeasseeeeesasseestseeeeasseeeeessseeeansseseensreeeennnes 3
O U =Y £ 3

2 ESTADO DA ARTE .....ccuiieeiirenereeereeerenernssressesnssressssnssssnsssnssssssssnssssnsssnssssnsesnssssnsssnssssnsssnnsss 5
2.1 BIORREFINARIAS. .. cteeeeeieieieieteeeeeteeeeeee e et et e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eaaeaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaeaens 5
2.1.1 BIiOCOMBUSTIVEIS .....vvveeeeeeeeeeeeee e eeeeeeeee e e ettt e e et et e e e e e e e s tasareeeeeesssssaseaeseenas 6
0 0 R 2 1o Yo [ =Ty USRS 7

b S A = 1o Y=Y =T o Vo | IRt 8

2.2 IVIATERIAS-PRIMAS ... eeiutttteeeeeeeietrareeeseeesasssssessesesasssssseesesssasssssssssesssassssssssesssassssssssseessennnnses 8
2.2.1 (001 V o R =T T=T o =2 1 (ol LS 8
2.2.2 IIUSCONTAUS .ot ee e e e ettt e e e e e et e e e e e eessassareeaeeesssssssesasennaas 9
2.2.3 FQiQ (FAQUS SYIVATICA) ....vveeneeeeeeeeee ettt et e e et e e etaa e e s e e e ssisaaeeaans 10
2.24 S0brantes AgroiNAUSEIIQIS............cccueeeeeiieeeecieeesceeeseeeeeeee e e ste e e s steaessseeessreeaeas 12
2.2.4. 1 BOrras de Cafl.. .ot e et e et e e e e e e at e e e e are e e eraeeeanraaeaas 12

2.2.4.2  Carogo do fruto da PalMEIra ...cc.eeeeciiiiiiiieciee et 13

2.2.4.3  DIEChE CEIVEJRITA .uvviiiiiiiiiiiiieeieee ettt et e e te e e sttt e et e e e s bteeesbaeeesabeeessteeesssseeesaseaesnssaeanns 14

2.3 CARACTERIZACAO QUIMICO-ESTRUTURAL DOS MATERIAIS LENHOCELULOSICOS ....vvvvvvrreeeeeinnrrreeeeeeenns 14
2.3.1 (0= 17 ] (o X =SS 16
2.3.2 HEMUCEIUIOSE. ...ttt e ettt e e e e e sttt aa e e e e e e s aaseaaas 16
2.3.3 J=T 4] T T IS 17

Xi



2.4 PRE-TRATAMENTOS coeeeeieieieieieieieieieieee ittt teteieeeeeteeeeeteteteteteteteteeeeeteeeteeeeeeeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 19

2.4.1 HidroliSe GCIQ ........ccueereeeeieiieieeeeeeeee st 21
2.4.1.1  ACIAO CONCENLIAAO ....cvuvevieieiiiecie ettt bt bbbt sseeee 21
2812 ACIHO U0 coveeeoeececececeee ettt se ettt 22

2.4.2 Tratamentos RidrOtErMICOS .........c.coccueeeveirieeeiieeeeeee e 23
2.4.2.1  AULONIAIOIISE ..ottt ettt ettt b e s s b et e st et e sbe e s e neeene 23
Sy A 5 (o) [ 1 To e [V = o L] SO S PRSP 24
2.4.2.3  Hidrolise assistida COM COx....ivuiriiriieierieeiterieete sttt sttt st sbe et et saee bt et et e saeensesaeeneenae 24

2.4.3 Tratamento QICANINO ..........cceoeueeeieeiieieeeseeeeee e 25

2.4.4 Hidrolise @NZIMGEIC .......c.eovueeeieiieiiiieeieeeeeee e 26

2.5  PRODUTOS DERIVADOS DOS PRE-TRATAMENTOS. ...cuverueerueerteerueeeeentesstesseenseesessesssesueesueesseensesnns 27
2.5.1 (0] [0 o XX Tole T4 o [o X (0N F OSSRt 27
2.5.2 1Y o] g ToX Yo Tole (g o [o X (O ) OSSPSRt 28

3 MATERIAIS E METODOS .....covevrreuereeressrsesesesnssssssesesesssssssssesssssssssssessssssssessssssssssssssssasans 31

3.1 IMATERIAS-PRIMAS ...cetiiiiteeeiirtteseireeesnete s s sttt e sese e e e smneeesasbe e e s esneeesnsaeessanaeesenreeesannaeeesnneeeas 31

3.1.1 IISCANTAUS ...ttt ettt 31

3.1.2 o o TSP PPT PP 31

3.1.3 BOITAS A€ COSE.......eeeeeieeee ettt ettt 31

3.14 Carogo do fruto de PAIMEIrQ.............ccueeeecuveeeeeiiieeeiiee e eecieeeecteeeeectea e e s caeeeesrenaeaans 31

3.1.5 DIECRE COIVEJOIIQ ....ocveeeeeeeeeeeee et e e ettt e e et e e et tea e e s ttaeeesssaeessasaesssseaananes 31

3.2 PRE-TRATAMENTO DA BIOMASSA EM ACIDO DILUIDO......ccovuiiiiiiiiieiiiieiie e 32

3.3 PRE-TRATAMENTO DA BIOMASSA POR AUTOHIDROLISE .....cuviiuiiiiieiiiiiiiennieeiee s 33

3.4 METODOS ANALITICOS ..cuviiuiiiiiiiniiiiieitie ittt s 34

3.4.1 Caracterizagdo fisica das MAterias-PrimMas.........cc.oeceeeeeeveeeesiiieeeciieessiiesessiseeesnnns 34
30 0 0 A © TUT= T 1 4 o ToF= To e F= o =T KT = Lo [0SR 34
3.4.1.2  Perfil ranUIOMEBLIICO couueeeeerieeieeeie ettt sttt see et e s sae e steesaeesreesseeenenean 35

3.4.2 Determina¢do dos solidos totais N DiIOMASSA ...........cceeceueeeeeciveeeeiiieeesiieeeesiieeeeaans 35

3.4.3 Determinagdo das cinzas NA DiOMASSA .........cccc.uvvveeieeeeeeiiiieeieeseeeciisseeeaseeessssseeeeaas 35

3.4.4 Determinagdo do peso seco do hidrolisQdo.............ceeevcveeeeeciveeeiiiieeiiieeeeiieeeenn, 36

3.4.5 Caracterizagdo estrutural de matérias-primas e biomassa tratada........................ 36

3.4.6 Quantificagdo dos oligossacdridos presentes nos hidrolisados de autohidrdlise ....37

3.4.7  Avaliagdo da digestibilidade enzimatiCa .............c.ccccuveeeieeeeesiieeeeiieeesiieeeesieeeenns 37
3.4.8 Quantificagdo de agucares, dcidos alifdticos e furanos por HPLC ...........ccccccvuveennn. 38

3.5 ANALISE ECONOMICA .c.uuutteeenitteeeeiteeesitteeesutteessseeeesusaeessabaeessastaeesansseessabaeeesssaeesansaaeesassenens 39

4 RESULTADOS E DISCUSSAD .....cceruerreeererensesnssesessessesessessesssssessssssssssessssssssssessssssesssssenes 41
4.1  CARACTERIZAGAO FISICO-QUIMICA DAS MATERIAS-PRIMAS ......eerveerernrereesseesseesseesseensessesseseensenns 41
4.1.1 Caracterizagao fiSICQ.........cccuueeeereeeeeiiee e eeeeeeeteeeeettee e es e e e ettt e e e st a e e s irenaeasaseaenaans 41

Xli



4.1.2 Caracterizaglio QUIMICT ..........uueeeeeeeeeeeee e et e e e e et e e e e e ettt e e e e e e ssaaaeaaa s 42

4.2 PERFIS DE AQUECIMENTO E ARREFECIMENTO DO REATOR DE PRE-TRATAMENTO ...cevuveerureerveesiveesiueenes 46
4.3 PRE-TRATAMENTO DE MISCANTHUS POR HIDROLISE ACIDA DILUIDA...cetruvireeriieeeiiieeeeniieeesieeeesnanees 50
4.4 PRE-TRATAMENTO DE MISCANTHUS POR AUTOHIDROLISE vveuveerureeereesreesiseesreesseessesssesssessssensns 55
4.5  PRE-TRATAMENTO DE FAIA POR HIDROLISE ACIDA DILUIDA «..evveieriieeeeiiireeeiieeesiiee e e s s 60
4.6 PRE-TRATAMENTO DE FAIA POR AUTOHIDROLISE ..veeruveerureesreesireenreesseesiseesseesiseessesssseessesssseesns 64
4.7  COMPARAGAO DAS DIGESTIBILIDADES ENZIMATICAS ENTRE OS DIVERSOS PRE-TRATAMENTOS ENSAIADOS 69
4.8  ANALISE TECNICO-ECONOMICA PRELIMINAR ...eeeiuvieereurerersurteeesneeeeassreresasseeesanseesssnsesesssnneeesnnnees 73
CONCLUSOES .....cveviueueneneesnsnssesestssssssssesstssssssssessssssssssssessssssssasssssssssssssssssssssssssassennes 79
REFERENCIAS .......ceeeerrerueeenesssseseettssssssesestsssssssssssssssssssssessssssssssssessssssssnssenssssssssssasens 83
ANEXOS ...oiiiiiinnneeiiiiiiisiinntettiississsssseessssssssssssseessssssssssasssessssssssssssssensssssssssnnsesssssssssnnns 91

7.1 CALCULO DA SEVERIDADE ..ccuvveeteeetreesseeesseessesenssesssesenssesssessnsessssesenseesnsessnseesssessnsessssessnsessnses 91
7.1.1 [ Lo o [=IT=1Y =T 4 (o Lo Lo [T 91
7.2 FATOR DE SEVERIDADE COMBINADO MODIFICADO (MICS) . .vveitiieiieciieesieeeiee et evae e 91
7.3 CALCULO DE PARAMETROS ANALITICOS ....uvveeeeureresaereeesaureeessteeessnuseeesauseeessaseeesssnseeessnseeeesnsseeens 92
7.3.1 Pré-traQtAMENTO.......cccccvveeeeiiieeeeeeeeetee e et tte e e ettt e e ettt e e es e e e stsaeeessssaeessssaeasssesananes 92
7.3.2 Hidrolise Acida QUANTIEALIVA ............coeveeeuiienieeiiesieest et 93
7.3.3 POS-RUAIOIISE ...ttt e e e ettt e e e e ettt a e e e e e s ssaaaeaea s 95
7.3.4 Hidrolis@ @NZIMQATICA ........ccc..vveeeeieieeeiee ettt e e cee e tte e e et e e e etaa e e s raaaeesiseaeeanes 95
7.4 CARACTERIZAGAO MICROESTRUTURAL DA MADEIRA DE FAIA.....ceeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e ee e e 96

Xiii






indice de quadros

Quadro 1 Comparacgao de alguns processos para o fracionamento de materiais
lenhoceluldsicos. Elevado (+); Moderado (0); Baixo (-); Ndo aplicavel (n.a.). Adaptado de (73) 26
Quadro 2 Caracteristicas da coluna cromatografica HPX-87H e respetivas condicGes

OPEracioNAis dE ANAIISE. ..uuiiiuiiiii ittt e e e e e e e e e e be e e e s ee e e earees 39
Quadro 3 Caracterizacao quimica da Dreche cervejeira, Borras de café e Caroco do fruto de

[T 12 0= [ = TR 43
Quadro 4 Caracterizagao quimica do MisCanthus. ........ccceiveiieii i 44
Quadro 5 Caracterizacdo quimica da Faia. ....c.ccceeevieiiiiiiee e e e 45
Quadro 6 Rendimentos de oligossacaridos e monossacaridos obtidos para cada condicao 6tima
NO tratamento da biOMAssa. ..cccoc e e e e e et raeaaaeean 77
Quadro 7 Precos de mercado dos produtos propostos (€/TON).......ccceeeevreeireeeieeeiiieeeeieeeereens 77
Quadro 8 Resumo dos parametros econdmicos para os modelos estudados. ........cccceeeeeeennnns 78

indice de figuras

Figura 1 Principio da biorrefinaria. Adaptado de (14). ...cceecieeecieeceeeee e 5
Figura 2 Esquema da reutilizagdo de COa. ....eeiieciiiie ittt ettt e e ara e e e entaeeeeans 6
Figura 3 Reagdo de transesterifiCagao (25)....ccieereeeriieeeiieeiieeciteesreesteeesteeesteessaeesaseessaeesareeens 7
Figura 4 Miscanthus (planta) e amostra de Miscanthus (pellets) utilizada. ..........ccccccvvveeennnennn. 10
Figura 5 Faia (arvore) e amostra de Faia (moida) utilizada. .......ccccceeeivieeeiiiiieeceeeecee e, 10
Figura 6 Mapa da distribuicdo da Faia na Europa e capacidade de sobrevivéncia. Adaptado de

1) SRS 12
Figura 7 Estrutura e composicdo da parede celular. Adaptado de (55). ...coceevereerciieecieeccieeenen, 15
Figura 8 Representa¢do da molécula de celulose. Adaptado de (57)...c.ccccveevcieeecieeecieeccieeenen, 16
Figura 9 Unidades de monossacaridos maioritarias na hemicelulose. Adaptado de (57).......... 17
Figura 10 Principais unidades monomeéricas da lenhina. Adaptado de (66).........ccccceuveerreeenneen. 18
Figura 11 Efeito de um pré-tratamento em material lenhocelulésico. Adaptado de (72). ........ 20
Figura 12 Diferentes tipos de Pré-tratamento.........cccceeeeeiiiiieeciiee ettt eetee e e e e 20
Figura 13 Mecanismo proposto para a reagdo de hidrélise da celulose Adaptado de (78). ...... 22
Figura 14 Reator Parr utilizado nos pré-tratamentos. ........ccceeeciieeeeciiieee e 32
Figura 15 Distribuicdo do tamanho dos pellets. ... 41
Figura 16 Distribuicdo do tamanho das particulas da biomassa de Faia. ......cccccccveeevviveeeeinnennn. 42

Figura 17 Perfil do tratamento com hidrdlise acida diluida de ambas as culturas, Miscanthus e
Faia (A - Perfil de temperatura vs tempo; B - Perfil de pressdo vs tempo; C - Perfil de energia vs
tempo). Temperatura de aquecimento (®); Temperatura de arrefecimento (m); Temperatura
isotérmico (A ); Pressdo (‘); ENEIZIA (X). cooieeeiieeeiee ettt ettt et re e et e e be e 47
Figura 18 Perfil do tratamento com autohidrélise de ambas as culturas, Miscanthus e Faia (A -
Perfil de temperatura vs tempo; B - Perfil de pressdo vs tempo; C - Perfil de energia vs tempo).
Temperatura de aquecimento (®); Temperatura de arrefecimento (m); Temperatura isotérmico

(A); Pressdo (‘); ENEIZIA (X)) wrieeieiiiee ettt ettt ettt e e tte e e e et e e e e e bt e e e e etbeeeeeareeeaeeans 48
Figura 19 Perfil de aquecimento do tratamento por autohidrdélise para Miscanthus e Faia.
MiSCANTNUS (®); FAIA (A )eeeeerieeieiiee ettt e e ettt e e et e e e et e e e e e eaba e e e e asaeeeeensseeeeennneeans 49
Figura 20 Perfil de aquecimento do tratamento por hidrdlise acida diluida para Miscanthus e
Faia. MiSCaNTUS (@); FIa (A ). cocveeeiiieeieiereee ettt e ettt e e eeatre e e seabae s e seabaesesnabaeeesnnsaeses 50
Figura 21 Composicdo do hidrolisado obtido por hidrdlise acida de Miscanthus. Glucose (m);
Xil0SE (®); AralbiNoSe (A ). ceeieeeveieiiiieiei ettt eebee e e e et e et e e e e ebee e e eeabreeeeearees 51

XV



Figura 22 Composic3o do hidrolisado obtido por hidrélise acida de Miscanthus. Acido Acético

(@ ); Acido fFErmico (#); ACIAO 1EVUIINICO (). wervereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeee e 51
Figura 23 Composicdo do hidrolisado obtido por hidrdlise acida de Miscanthus. HMF (m);
UL U T N TS 52

Figura 24 Composicdo estrutural da biomassa residual obtida apds hidrdlise acida de
Miscanthus. Glucano (m); Xilano (e); Arabinano ( A ); Grupos Acetilo (+); Lenhina Klason (k);

ReNdimento €m SOIIAOS (X ). vueiiiciiieieiiee ettt ettt eere e et e e et e e e e eba e e e e ttreeeeeatbeeeeeanneeaas 54
Figura 25 Composicdo do hidrolisado obtido por autohidrélise de Miscanthus. GOS (m); XOS
(); AOS (A ); ACOS (D). veveeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et e e eee e ees e e s se e e s s e e eeeeeeeae 55
Figura 26 Composicdo do hidrolisado obtido por autohidrélise de Miscanthus. Glucose (m);
XiloSE (®); Arabin0oSE (A ). cveeeiiieeiieeiieeee ettt e e tee e e e e e ae e e st e e e ba e e sateesaaeeateeeraeenareeans 56
Figura 27 Composic3o do hidrolisado obtido por autohidrélise de Miscanthus. Acido Acético
(@); Acido fFOrmico (); ACIdO 1EVUIINICO (). w..vereeeieeeeeeeeeee oo 56
Figura 28 Composicdo do hidrolisado obtido por autohidrélise de Miscanthus. Furfural (e);
HIVIF (B). oot ee et e eeeeesaeeeeese e s et e seeseeeeseseeseeeeeassaesaeeesesenseesseaesaseneassesesaeeeneeees 57

Figura 29 Composicao estrutural da biomassa residual obtida apds autohidrdlise de
Miscanthus. Glucano (m); Xilano (¢); Arabinano ( A); Grupos Acetilo (+); Lenhina Klason (k);
ReNdimento €M SOIIAOS (X ). vuveeiireeeeecieie ettt et eere e et e e e etbre e e estraeeeeeaareeeeeatseeeennaneeees 59
Figura 30 Composig¢do do hidrolisado obtido por hidrdlise acida da Faia. Glucose (m); Xilose (®);
F AN o1 e o 1Y I 7 ) S PSRRI 61
Figura 31 Composicio do hidrolisado obtido por hidrélise 4cida da Faia. Acido Acético (€);
Acido Levulinico (m); ACIO FOIMICO (®)....cvcviuiiiieceieeieeeeeeeeeee ettt sttt 61
Figura 32 Composicdo do hidrolisado obtido por hidrdlise acida da Faia. Furfural (e); HMF (m).

Figura 33 Composicdo estrutural da biomassa residual obtida apds hidrdlise acida de Faia.
Glucano (m); Xilano (¢); Arabinano ( A ); Grupos Acetilo (+); Lenhina Klason (3); Rendimento em

o] [Te Lo T3 5 TR USRS 63
Figura 34 Composicdo do hidrolisado obtido por autohidrdlise de Faia. GOS (m); XOS (e); AOS
(A ); ACOS (). eeeeeeeeeeeeeeeee ettt 65
Figura 35 Composicdo do hidrolisado obtido por autohidrélise de Faia. Glucose (m); Xilose (*);
ATGDINOSE (A ). cureiiieieiei ettt et ee et e e et e e e e etb e e e e e etbaeeeeetbaeeeeetbeeeeeatbaeeeeetraeeeetraeeeaats 65
Figura 36 Composic3o do hidrolisado obtido por autohidrdlise da Faia. Acido Acético (‘);
Acido fOrmico (@); ACIAO 1@VUITNICO (M), weevvveeeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt et e et e eenns 66

Figura 37 Composicdo do hidrolisado obtido por autohidrélise da Faia. Furfural (e); HMF (m).66
Figura 38 Composicdo estrutural da biomassa residual obtida apds autohidrélise de Faia.
Glucano (m); Xilano (*); Arabinano (A ); Grupos Acetilo (+); Lenhina Klason (3); Rendimento em

LYo [Te Lo TN 5 TR USRS 68
Figura 39 Digestibilidade enzimatica da Faia tratada por Autohidrdlise. Glucano (m); Xilano (e).
..................................................................................................................................................... 70
Figura 40 Digestibilidade enzimatica da Faia tratada por Hidrdlise acida diluida. Glucano (m);

) 1T Lo T L RO SRR 70
Figura 41 Digestibilidade enzimatica do Miscanthus, tratado por Autohidrdlise. Glucano (m);

) 1Y Lo T ) RSSO 72
Figura 42 Digestibilidade enzimatica do Miscanthus, tratado por Hidrdlise acida diluida.
GlUCANO (M); XIlANO (@) .eveiieeiiiiieeieie ettt et et e e e et e e e et e e e e et e e e e e abeeeeeabeeeeenabaeaeenrees 72
Figura 43 Diagrama de blocos para a biorrefinaria baseada no processo de hidrdélise acida

o L] LU TS 74

XVi



Figura 44 Diagrama de blocos para a biorrefinaria baseada no processo de autohidrdlise. ..... 74
Figura 45 Flowsheet do processo de hidrélise acida diluida implementado em SuperPro

Designer; Exemplo para a biomassa de Faia. ........ceevcviiieciiiii e 75
Figura 46 Flowsheet do processo de autohidrdlise implementado em SuperPro Designer;
Exemplo para a biomassa de MiSCanthus. ........cccuiiiiiiiiiiiiiiiiceecee e 76

Lista de Abreviaturas, Acronimos e Simbolos

AcOS
AOS
Ara
BRISK2

CERTH

COS
DAD
DP
EU
FAME

GEE
Glc
GOS
HAc
HForm
HLev
HMF
HPLC

KIT
LNEG

MCS
NOx
NREL

OFCP

Acetooligosscéridos.
Arabinoologossacaridos
Arabinose

Projeto H2020 “Biofuels Research Infraestructure” (BRISK2 |
EUHorizon2020)

Centro de Investigacdo e Tecnologia da Grécia (CERTH - The Centre for
Research & Technology, Hellas)

Celooligossacaridos

Detetor de fotodiodos (do inglés “Diode Array Detector”)

Grau de polimerizagéo (Degree of Polymerisation, na literatura inglesa)
Unido Europeia.

esteres metilicos de acidos gordos ( Fatty acid methyl esters, na literatura
inglesa)

Gases de Efeito de Estufa.

Glucose

Glucooligossacaridos

Acido Acético

Acido Formico

Acido Levulinico

5-(hidroximetil)-2-furaldeido

A Cromatografia liquida de alta pressao (do inglés, High Pressure Liquid
Chromatography)

indice de Refracdo

Instituto de Tecnologia de Karlsruhe (KIT - Karlsruhe Institute of
Technology)

Laboratério Nacional de Energia e Geologia (homepage| LNEG
Laboratério Nacional de Energia e Geologia)

O Fator de severidade modificado, do inglés, Modified combined severity,.

Oxidos de Azoto. Designacéo para substancias poluentes & base de Azoto.

Laboratério Nacional de Energia Renovavel (National Renewable Enerqy
Laboratory (NREL) Home Page | NREL).
Oleo do carocgo do fruto da palmeira.

XVii


https://brisk2.eu/
https://brisk2.eu/
https://www.certh.gr/root.en.aspx
https://www.certh.gr/root.en.aspx
https://www.kit.edu/english/
https://www.kit.edu/english/
https://www.lneg.pt/
https://www.lneg.pt/
https://www.nrel.gov/
https://www.nrel.gov/

OFP
oS
RLS
SOx

TNO

ton
VAL
XOS
Xyl
YGlc
YXOS
Y Xyl

Oleo do fruto de palmeira.
Oligossacéridos.

Razao Liquido/solido

Oxidos de Enxofre. Designacédo para substancias poluentes a base de

Enxofre.

Organismo para a Investigacao Cientifica Aplicada dos Paises Baixos
(TNO - innovation for life - Envision it | TNO)
Tonelada

Valor Atualizado Liquido

Xilooligossacéridos

Xilose

Rendimento em Glucose a partir de Glucano
Rendimento em Xilooligossacaridos

Rendimento em Xilose a partir de Xilano

Xviii


https://www.tno.nl/en/

1 Introducéao

1.1 Enquadramento

Desde a revolucgéo industrial do século XIX, o mundo tem sido dominado por uma
economia onde os combustiveis fosseis apresentam um papel fundamental. Contudo,
nos dias de hoje, a utilizacdo destes combustiveis fosseis tém sofrido alguns recuos,
como a sua utilizacao ser finita, 0 seu papel nas emissdes de gases de efeito de estufa
e alteracdes climaticas e 0 aumento do seu custo e oscilagdes inesperadas (1). As
alteracBes climaticas e a degradacdo ambiental sdo uma ameaca existencial para a
Europa e o mundo. Para ultrapassar esta ameaca, a Europa necessita de uma estratégia
de desenvolvimento que transformard a UE numa economia moderna, eficiente e
competitiva, onde ndo havera emissdes significativas de GEE a partir 2050. O pacto
ecoldgico europeu é a nova estratégia de crescimento europeu, onde o grande objetivo,
de longo prazo, sera tornar a Europa no primeiro continente com um impacto neutro
climético até 2050. Como parte deste pacto, a comissao prop6s, em setembro de 2020,
aumentar o objetivo na reducdo das emissdes de GEE, para em 2030 haver pelo menos
55% de reducdo quando comparado com o ano de 1990. Isto ira possibilitar que a UE
se mova de encontro a uma economia climatica neutra e implementar os seus
compromissos de acordo com o protocolo de Paris. De facto, o protocolo de Paris,
assinado por 191 estados (dados em julho de 2021), definiu um enquadramento geral
para evitar alteracfes climaticas perigosas limitando o aumento da temperatura global
bem abaixo dos 2°C e prosseguir os esfor¢os para o limitar a 1,5°C.

A transicdo para uma sociedade com impacto neutro no clima representa
simultaneamente um desafio, que urge vencer, e uma oportunidade para construir um
futuro melhor para todos. Toda a sociedade e todos os setores econémicos terdo um
papel a desempenhar, do setor energético ao industrial passando pelos setores da
mobilidade, construcao, agricola e florestal.

O efeito e o contributo da energia na vida do ser humano tém sido de enorme
importancia, quer seja a nivel social, ambiental ou econémico (2) e com o continuo
aumento da populacdo para numeros inusitados surge também uma maior procura de
energia e outras necessidades (3).

Como é do conhecimento geral, as fontes de energia podem ser classificadas
como renovaveis e nao-renovaveis (4). O uso das fontes de energia ndo renovaveis é
um dos maiores fatores prejudiciais ao meio-ambiente (5). A fonte de energia néo
renovavel é a energia que ndo pode ser renovada naturalmente, ou seja, uma vez

consumidos ndo estardo mais disponiveis para necessidades futuras. Estas fontes nao



renovaveis sdo o petrdleo, o carvao mineral e 0 gas natural (2), também conhecidos
como combustiveis fosseis.

Os combustiveis fésseis, como o0 nome indica, tém na sua origem matéria viva
fossilizada (6). Esta matéria em decomposicao foi sujeita a calor e pressao na crosta
terrestre durante milhdes de anos. Estes combustiveis fosseis também contém
compostos betuminosos tais como o xisto e o asfalto (7).

Atualmente, vive-se numa época de constante sensibilizacdo ambiental. O uso de
combustiveis fosseis desde o inicio da era industrial tem aumentado n&o sO a
concentracdo de dioxido de carbono na atmosfera bem como a temperatura da Terra
(5), o que leva ao fenbmeno conhecido como aquecimento global e consequente, um
aumento do nivel do mar devido ao degelo.

Com o inicio do desenvolvimento do setor da eletricidade no fim do seculo XIX, a
fonte primaria usada para a sua producéo era o carvao e o petroleo. Hoje em dia, todos
os tipos de fontes renovaveis e até o gas natural séo preferencialmente utilizados para
gerar essa eletricidade (8).

A fonte de energia renovavel é a energia que pode ser renovada naturalmente.
Estas fontes vém maioritariamente de recursos naturais como a luz solar (energia solar),
0 vento (energia edlica), a agua (energia hidroelétrica) e a biomassa (bioenergia) (4).

Tem que se recorrer aos tempos ancestrais para se registar a primeira utilizagédo
de biomassa como uma importante fonte de obtencdo de energia para o ser humano
quando foi utilizada a madeira na descoberta do fogo.

A Bioenergia é entdo uma energia renovavel produzida a partir da biomassa (9).
A Biomassa é a matéria organica obtida direta ou indiretamente da matéria viva, tal
como algas, arvores, culturas energéticas ou plantacdes agricolas. A biomassa nas
plantas é produzida pelo processo de fotossintese onde o CO; e a 4gua sao absorvidos
e convertidos nos glicidos que constituem a planta (10). Os animais que se alimentam
ou ndo de plantas também sdo uma forma de biomassa, assim como os dejetos dos
mesmos (11).

A bioenergia ganhou um elevado interesse para a humanidade devido ao aumento
dos precos dos combustiveis e a grande degradacdo ambiental causada pelos
combustiveis fésseis (9).

O uso da biomassa como matéria prima para a producdo de bioenergia é
encorajada pela reducédo das emissbes de CO; (12).

O uso da bioenergia como substituto dos combustiveis fosseis pode resultar numa
reducdo significativa das emiss6es de gases com efeito de estufa o que tem um largo

interesse a nivel dos impactos ambientais (13).



1.2 Objetivo

A desconstrucdo da biomassa € ainda uma das barreiras técnicas mais
significativas que impedem o desenvolvimento de aplica¢des industriais de valorizagéo
destes materiais.

Neste trabalho pretende-se comparar a performance do processo hidrotérmico
aplicado a biomassa de Faia e Miscanthus com um processo catalisado (processo
acido), comparando e avaliando os principais produtos produzidos por cada um destes
processos.

1.3 Estrutura

Esta dissertacdo esta organizada em 5 capitulos.

O primeiro capitulo, inclui um breve enquadramento tedrico relativo as energias
renovaveis e ndo renovaveis e ao conceito de bioenergia, seguida de uma sec¢éo onde
sao apresentados os objetivos do presente estudo.

O segundo capitulo representa uma pesquisa bibliografica mais aprofundada
acerca do trabalho desenvolvido. Neste capitulo é entdo abordado o conceito de
biorrefinaria, apresentadas as biomassas estudadas nesta dissertacao e as composi¢ao
guimico-estrutural da biomassa lenhocelulosica. Termina com a apresentacdo dos
principais tipos de pré-tratamentos e dos produtos que dai podem ser obtidos.

No terceiro capitulo, sdo descritos 0s materiais e métodos utilizados no
desenvolvimento experimental do trabalho.

No quarto capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados experimentais
obtidos para os pré-tratamentos das duas biomassas estudadas em maior detalhe e
processos posteriores, como a hidrélise enzimatica.

Finalmente, no quinto capitulo é feita a conclusdo e discussao de algumas

perspetivas e aplica¢cfes futuras.
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Patente 117363.
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2 Estado da arte

2.1 Biorrefinarias

As biorrefinarias estdo no centro da bioeconomia e contribuem para uma
sociedade de “zero desperdicio” (12).

Uma biorrefinaria € uma unidade industrial de conversdo de biomassa em
combustiveis, energia e outros produtos (8). A biomassa € uma mistura que consiste
em acUcares, celulose, hemicelulose, lenhina, amido, gorduras, proteinas, entre outros
(14). O objetivo de uma biorrefinaria é transformar esta biomassa em produtos uteis
usando uma combinacdo de tecnologias e processos (15), com baixa exigéncia
energética bem como uma baixa taxa de desperdicio durante a produgéo (8).

As biorrefinarias sdo analogas as refinarias petroquimicas em muitos aspetos (16),
dado que produzem uma quantidade balanceada de (bio)combustiveis e outros
(bio)produtos a partir da Biomassa/petroleo. Na biorrefinaria, a matéria prima é muito
mais diversificada e pode incluir todos os tipos de biomassa (14). Contrariamente as
refinarias petroquimicas, as biorrefinarias podem ainda produzir alimentos como
produtos primérios. Em contraste com a refinaria petroquimica, a biorrefinaria utiliza
recursos renovaveis e produz combustivel e quimicos que contribuem para uma reducao
dos problemas ambientais (15). Por esta razdo pode-se associar as biorrefinarias o
termo, “Biorrefinaria verde”, uma vez que as biorrefinarias representam um sistema

sustentavel e de tecnologias que utilizam recursos “amigos” do ambiente (17).
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Figura 1 Principio da biorrefinaria. Adaptado de (14).

Com a producdo de multiplos produtos, a biorrefinaria pode tirar algumas

vantagens nos componentes da biomassa e maximizar o seu valor. A biorrefinaria pode



obter produtos de baixo preco (p. ex. os biocombustiveis) mas de grande volume de
mercado, e simultaneamente, produzir produtos de alto-valor acrescentado, mas de

baixo volume de mercado o que contribui para a sua rentabilidade (18).

2.1.1 Biocombustiveis

A sobre-exploracdo de reservas de combustiveis fésseis, que ja é sobejamente
conhecido por parte do ser humano por ter a particularidade de ser um recurso finito e
de efeitos adversos no ambiente, criou a hecessidade de utilizacdo de novas de fontes
de energia alternativas como as plantas ou residuos organicos (19).

A utilizacdo de combustiveis a base de petréleo nos meios de transporte cria
poluicdo atmosférica durante a combustdo, pois ocorre a producdo de compostos
volateis tais como 0s NOy, SOy, CO e CO; sao produzidos (20).

Os bhiocombustiveis ao serem utilizados vao também produzir/libertar CO; para a
atmosfera, ndo sendo por isso considerados combustiveis com zero emissdes de
carbono (20). Mas como o nome indica sado “bio”, o que quer dizer que séo obtidos de
fontes renovaveis, ou seja, a partir de matéria vegetal ou animal, uma vez que pode
haver plantacéo e producao, respetivamente. Se a origem dos biocombustiveis é vegetal
significa que existe um processo de fotossintese por parte da planta em que é
consumido o CO, da atmosfera, CO, esse que foi gerado na queima, sendo esta a

grande vantagem da utilizacdo destes biocombustiveis.

——

Figura 2 Esquema da reutilizagdo de COs-.

Os biocombustiveis sdo vistos como uma alternativa valida aos combustiveis
fosseis (9, 21). Os biocombustiveis podem ser obtidos de residuos florestais, agricolas,
municipais ou industriais. O uso de biomassa para gerar energia reduz problemas como

a poluicdo atmosférica e as emissdes de gases de efeito de estufa (20).



O bioetanol e o biodiesel sdo as principais formas de biocombustiveis liquidos
(22). Os biocombustiveis podem ser agrupados em trés categorias, baseado no tipo de
matéria prima. Sao entao classificados em primeira, segunda e terceira geracao (9).

Os biocombustiveis de primeira geracdo sdo produzidos a partir de culturas
alimentares. Por exemplo, para producéo de etanol pode ser utilizado cana de acuUcar,
milho entre outras matérias primas. Para producao de biodiesel pode-se utilizar como
matéria de partida 6leos vegetais naturais, como por exemplo, soja e canola.

Os biocombustiveis de segunda geracdo sdo produzidos a partir de material
lenhocelulésico, como madeiras e varias espécies de plantas.

Os biocombustiveis de terceira geracao sdo produzidos a partir de algas.

2.1.1.1 Biodiesel

O biodiesel é obtido de um 6leo vegetal ou da gordura animal e é considerado um
combustivel biodegradavel, ndo téxico, obtido de fonte renovavel (23). Com a matéria
prima definida, recorre-se a uma reacgao de transesterificagcéo, ou seja, a transformacao
um éster (o 6leo ou gordura) noutro éster (o biodiesel). A reacdo de transesterificacdo é
entdo uma reacao entre um 0leo (ou seja, ésteres também conhecidos como glicéridos)
com um alcool alquilico. Geralmente € utilizado metanol ou etanol, numa proporgéo de
Oleo e alcool de 3:1, respetivamente. A reagdo € catalisada por acido ou base. Como
produto da reagdo surgira entdo eésteres alquilicos com caracteristicas muito
semelhantes ao diesel - o biodiesel (24). Como subproduto havera a formacgéo de
glicerina, que sera separada do biodiesel (25). O principal alcool alquilico utilizado na
indastria é o metanol, pelo que a maioria do biodiesel é constituido por esteres metilicos

de acidos gordos (FAME, Fatty acid methyl esters na literatura inglesa).

H:C—0—C—R
o) CH,0H o)
[l . catalisador | Il
H-C—0—C—R +3 RROH ———= CHOH + 3 R—C—OR’
|
o]
I alcool CH;0H ésteres

glicerol

triglicerideo

Figura 3 Reacdo de transesterificagdo (25).

O biodiesel possui propriedades semelhantes ao Diesel comum e pode ser usado

puro ou misturado ao diesel de origem petrolifera.



2.1.1.2 Bioetanol

O etanol é um biocombustivel liquido que pode ser produzido a partir de diferentes
tipos de biomassas ricas em acUcares, sejam estes na forma de monossacaridos,
dissacéridos, ou polissacaridos, (26).

O etanol pode ser obtido por varios processos, mas o principal é a fermentacdo
de acucares (23). A fermentacgéo ocorre com a adicdo de fermento bioldgico, tipicamente
uma levedura, a uma mistura que contém agua e agucares. A levedura possui enzimas
que convertem os agucares em alcool, sendo por isso responsavel pelas reacdes de
transformacéo de glicose em etanol. Com a fermentag&o obtém-se um teor de élcool de
20% no maximo, ou seja, para se obter maior percentagem de &lcool recorre-se a uma
destilacdo. Estas destilag6es fazem com que o alcool fiqgue cada vez mais concentrado.
No caso de obten¢éo do bioetanol, tem de se recorrer a um tal nimero de destilagées,
de modo a que a concentracdo de alcool esteja acima dos 85%, sendo por ultimo
necessario uma desidratacao devida a gasolina e a 4gua serem imisciveis.

O bioetanol pode ser misturado com a gasolina (originaria do petroleo) e pode ser
classificada de acordo com o teor em etanol. Com esta medida é permitida uma
melhoria, em termos das emissdes de gases de efeito de estufa quando comparado com

a gasolina regular, de 87% a 96% (27).

2.2 Matérias-primas

As matérias-primas utilizadas na biorrefinaria podem ter diversas origens, desde
a biomassa aquatica, aos residuos s6lidos urbanos, passando claro pelos sobrantes das
atividades agricola. Pecuaria, florestal ou agroindustrial. Todos estas fontes séo
sustentaveis, mas a sua disponibilidade para a biorrefinaria ndo pode ser assegurada
convenientemente. Uma forma de ultrapassar essa limitagcdo passa pela utilizagédo de
culturas energéticas.

Neste capitulo fala-se também de sobrantes da atividade agroindustrial dada a

sua maior consisténcia anual.

2.2.1 Culturas energéticas

As culturas energéticas sao cultivadas com a finalidade de produzir combustiveis
(28). Estas culturas tém sido estimuladas como alternativas ambientalmente mais
sustentaveis ao uso intensivo de combustiveis de origem féssil e a utiliza¢éo de culturas
alimentares para fins energéticos. Estas plantas podem ser convertidas em energia para

aquecimento, em eletricidade e biocombustiveis. Na sua maioria, as culturas



energéticas sdo especies de plantas com rapido crescimento, elevada produgédo de
biomassa (29) e baixa necessidade de solos férteis (no casso das plantas terrestres).

As culturas energéticas podem ser classificadas em trés categorias, as culturas
aguaticas (macro e microalgas), as culturas herbaceas e lenhosas (30).

A utilizacdo das macro e microalgas € um campo hovo € em grande
desenvolvimento, mas encontra-se fora do ambito deste trabalho.

De entre as culturas herbaceas destaca-se o Miscanthus e de entre as culturas

lenhosas, a faia.

2.2.2 Miscanthus

Entre as varias culturas energéticas, o Miscanthus apresenta-se como um
excelente candidato (31).

O Miscanthus é um género que abrange 14 a 20 espécies perenes nativas da Asia
oriental, do norte da India e de Africa (32). As vérias espécies de Miscanthus foram
muito utilizadas na China e no Japéao, para pastagens, construcdo, e em materiais de
valor ornamental, até ao momento em que se tornaram de alto interesse energético (33).

A principal carateristica desta espécie é a sua notavel adaptabilidade a diferentes
ambientes, o que a torna uma cultura adequada a condic¢des climaticas tao diferentes,
como as observadas, tanto na Europa como na América do Norte (34).

O Miscanthus é uma planta rizomética, alta e perene. Os seus genotipos tropicais
e subtropicais ascendem a valores de 3 a 4 metros quando cultivados na Europa. Em
climas quentes e humidos do sudeste asiatico esta cultura energética pode atingir
valores superiores (31).

As condi¢cbes ambientais que afetam o crescimento da planta sédo altas ou baixas
temperaturas, muita chuva, seca ou uma quantidade de nutrientes minerais do solo
inadequada. Dependendo de onde estes fatores ambientais ocorrem, a sua intensidade
e duracdo podem reduzir a vitalidade da planta e causar danos sérios (31).

A cultura é tipicamente colhida apdés a mesma alcancar o seu estado de
envelhecimento, entre setembro e novembro, apos atingir o pico de desenvolvimento,
entre agosto e setembro (32). Apesar da colheita do Miscanthus apresentar a vantagem
de producdo com altos rendimentos, entre os meses de Outubro e Novembro,
apresentam também uma desvantagem ao nivel da humidade, apresentando alto teor
de humidade (35). A identificacdo do periodo de colheita 6timo depende do uso final a
gue deseja sujeitar a biomassa. Por exemplo, se for desejavel produzir energia através

da combustéo, um alto teor de humidade € uma grande desvantagem (35). O momento



de colheita do Miscanthus varia muito da zona do globo, uma vez que as condi¢des

climatéricas nao sdo as mesmas em todo o mundo.

Figura 4 Miscanthus (planta) e amostra de Miscanthus (pellets) utilizada.

2.2.3 Faia (Fagus sylvatica)

As culturas energéticas lenhosas, séo culturas florestais de alto rendimento que
permanecem em cultivo por alguns anos até alcancarem a producdo maxima sendo
depois colhidas. Esta categoria tem algumas vantagens sobre outros tipos de culturas
energéticas, como por exemplo, uma eficiente conversdo de energia solar, reduzida
utilizacdo de quimicos, baixa necessidade de agua e nutriente, entre outras (30).

As principais culturas lenhosas séo as arvores folhosas com elevada rapidez de
crescimento e capacidade de rebentagdo apés o corte, com o objetivo de produzir uma
maior quantidade de biomassa por unidade de superficie e tempo. Estas culturas
apresentam uma alta produtividade de biomassa e a sua produgdo requer pouco ou

nenhuma utilizacdo de pesticidas e fertilizantes (30).

Figura 5 Faia (arvore) e amostra de Faia (moida) utilizada.
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Utiliza-se o método de plantacéo de curta rotacao, onde as culturas sao plantadas
e desenvolvem-se no primeiro ano apés a plantacdo. Durante o primeiro inverno, o caule
€ cortado ao nivel do solo de modo a encorajar o crescimento de varias ramificacfes
(36). Na maioria das culturas energéticas com plantacdo de curta rotacdo, o
espacamento entre plantas e o ciclo de corte sdo os aspetos que mais influenciam a
producao de biomassa. Também a adubacao, que se deseja minima, e a preparacao do
solo podem afetar significativamente a eficiéncia energética (37).

De entre as espécies florestais, destaca-se como cultura energética Faia.

A Faia europeia € uma arvore de folha caduca que normalmente atinge alturas de
30 a 40 metros, e em algumas zonas pode mesmo atingir alturas acima dos 50 metros
(28). E uma espécie comum nas florestas europeias de clima ameno, que pode ser
encontrada por toda a europa central (29). O seu habitat natural estende-se desde o sul
da Noruega até ao sul de Italia, e do norte de Espanha até ao norte da Turquia (30).

N&o necessita de grande quantidade de agua e nutrientes, adapta-se a solos de
baixa qualidade e atinge a sua produ¢do maxima em 10 anos (30). Embora ndo dependa
de um certo tipo de solo, nem de muita agua esta espécie requer um ambiente himido,
com precipitacdo bem distribuida por todo o ano e um solo bem drenado. No ver&o, as
altas temperaturas, as secas e a baixa humidade sdo fatores limitativos para a
distribuicdo da Faia, sendo que as alterag6es climaticas podem ter impactos negativos
na sua distribuicdo futura na europa (36).

A Faia é uma arvore importante tendo em conta ainda outras aplicacdes,, que se
estendem para mais de 250 (37). A sua resisténcia e excelente dobragem fazem com
que seja um material ideal para construir barcos, pavimentos, instrumentos musicais e
utensilios de cozinha como as bowls e as colheres de madeira (36).

A larga distribuicdo, a excelente taxa de crescimento e potencial para originar
madeira de alta qualidade, fazem da Faia uma das espécies economicamente mais

importantes a nivel europeu (38).
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Figura 6 Mapa da distribuicdo da Faia na Europa e capacidade de sobrevivéncia. Adaptado de (36).

2.2.4 Sobrantes agroindustriais

Diariamente no mundo é produzida grande quantidade de residuos. Normalmente
incluem, residuos urbanos, agricolas e industriais. O despejo destes residuos
diretamente em aterros € bastante prejudicial se ndo for depositado ou reciclado
apropriadamente uma vez que sao toxicos e podem causar sérios problemas ambientais
(39).

A reciclagem de residuos para obter energia e produtos de valor acrescentado é
um modo efetivo de resolver o problema da maioria dos paises que enfrentam sérios
desafios em lidar com a elevada quantidade de residuos por dia devido ao aumento da
populagdo e o crescimento industrial (39).

Neste trabalho caracterizaram-se trés dos principais residuos agroindustriais a
nivel mundial: as borras de café, o caroco do fruto da palmeira, e a dreche cervejeira,

para comparagdo com a biomassa derivada das culturas energéticas.

2.2.4.1 Borras de café
A grande quantidade de residuos gerados anualmente quando se bebe o
chamado, café soltvel, requer um plano de tratamento residual importante (40). A esses

residuos da-se o nome de borras de café.
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A conversdo de borras de café em biocombustiveis e produtos de valor
acrescentado tem ganho importancia do ponto de vista de uma politica sustentavel de
gestao de residuos (41).

Hoje em dia, existe uma variedade de opcdes para a utilizacdo de borras de café
no campo da agricultura e numerosas possibilidades de conversdo de borras em
biocombustiveis. As tecnologias para a valorizacdo das borras incluem digestéo
anaerdbia, pirdlise, liquefacdo ou gasificacdo, extracdo de Oleo, fermentacéo e outras
tecnologias para obtencao de produtos de valor acrescentado (42).

As borras de café apresentam na sua constituicdo um largo nimero de compostos
organicos, onde se incluem os polissacaridos, oligossacaridos, lipidos, acidos alifaticos,
amino&cidos, proteinas, alcaloides e compostos fendlicos, minerais, lenhina e
compostos volateis (43).

Existe por isso uma urgente necessidade de ideias inovadores para tratar esta
biomassa residual e explora-la ao maximo garantindo assim a sustentabilidade da

indastria do café (40).

2.2.4.2 Caroco do fruto da palmeira

Cerca de 80% do o6leo do fruto de palmeira (OFP) e do 6leo do carogo do fruto da
palmeira (OCFP) é usado para fins alimentares (44).

O OFP e o0 OCFP tém a mesma origem botéanica, mas diferem significativamente
na composicado de acidos gordos (45). O OFP é o 6leo vegetal mais usado no mundo
(45), deriva do mesocarpo, isto €, a polpa do fruto (44) e apresenta na sua constituicdo
maioritariamente acido palmitico, que € um acido gordo saturado de dezasseis carbonos
e acido oleico monoinsaturado (C18) enquanto o 6leo do caroco (46) contém
maioritariamente acido laurico (C12). Este fruto tropical apresenta uma cor avermelhada
devido a uma alta quantidade, na sua composi¢cdo, em B-caroteno e apresenta um
comprimento de 3 a 5 centimetros (45).

Os dois Oleos tém diferentes aplicacbes e mercados. O OFP é utilizado
maioritariamente na alimentac¢éo, como substituto da gordura animal (45), enquanto o
OFCP é utilizado na para a producédo de sabonetes, detergentes e outros produtos de
higiene (47).

Os Oleos representam 10% da composi¢do do fruto, enquanto os outros 90%
representam uma grande fonte de fibra e material celulésico que torna o fruto da
palmeira bastante atrativo como fonte de biomassa para obtencéo de energia renovavel
(47).
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2.2.4.3 Dreche cervejeira

Nos dias de hoje a maioria das empresas de producado, ndo considera os residuos
como lixo, mas sim, matéria prima para outros processos. A industria cervejeira gera
nos seus processos largas quantidades de produtos secundarios considerados
residuos, como é o exemplo, da dreche (48). Este residuo corresponde a cerca de 85%
do total de residuos gerados (49).

Apesar de ser um produto secundario na industria cervejeira, a dreche, tem atraido
alguma atengcdo como produto comercializavel (50). Além do mais, devido a sua
composi¢ao quimica, a dreche pode ser considerada uma matéria prima de grande valor
(48).

A dreche é um material lenhoceluldsico rico em proteina (19-30%) e fibra (30-
50%), o que torna este material desejado devido ao seu teor nutricional com aplicacao
na industria alimentar (49). Os componentes principais dos tecidos fibrosos da matéria
sdo arabinoxilano, lenhina e celulose. Alguns minerais, vitaminas e aminodacidos
também podem ser encontrados na matéria (48).

O seu alto teor em fibras e proteinas, torna esta matéria importante a nivel da
racdo animal, principalmente em gado. Esta matéria tem sido indicada também, devido
ao seu baixo custo e alto valor nutritivo, para a fabricacéo de pé&o, biscoitos e aperitivos
(48).

Outro uso indicado para a dreche € na producao de energia, podendo ser tratado

por combustéo direta ou fermentacéo para produzir biogés (51).

2.3 Caracterizacao guimico-estrutural dos materiais

lenhoceluldsicos

Como descrito acima, a biomassa lenhocelulésica € uma matéria prima bastante
promissora para producdo um elevado nimero de aplicacdes de interesse industrial no
ambito das biorrefinarias (52). E entdo importante conhecer melhor a sua composi¢&o
quimico-estrutural.

A parede celular é o componente maioritario da maioria da biomassa vegetal.
Varias fungbes sdo desempenhadas por parte da parede celular, tais como, fornecer
resisténcia a pressdo de turgescéncia, prote¢cdo contra agentes patogénicos, como
bactérias e fungos, e agentes abioticos, como a temperatura e a humidade, servir de
mediador de interacdes intercelulares, ou permitir a expansdo da célula (53). E, por
conseguinte, uma estrutura muito resistente e dificil desconstrugéo.

A parede celular apresenta diferentes componentes na sua estrutura e divide-se

em trés camadas principais. A lamela intermédia, € uma camada fina exterior as paredes
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de aproximadamente 50 nm de espessura (54). E a camada que tem a func&o de unir a
parede celular de duas células adjacentes. Esta camada é formada por celulose
entrelacadas com pectinas e hemiceluloses. A parede primaria, rodeia e protege a
célula, contribuindo para a integridade estrutural da célula (55). Na parede priméaria, as
pontes de hidrogénio conferem uma maior flexibilidade & estrutura. E formada
principalmente por celuloses, hemiceluloses e pectinas. A parede secundaria, que se
encontra entre a parede primaria e a membrana celular é dividida em trés camadas, S1,
S2 e S3 (55). E formada principalmente por celuloses e hemiceluloses. Esta estrutura é
bem mais resistente uma vez que apresenta na sua composi¢cao também lenhina. Esta

parede confere assim uma maior rigidez a célula.
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Figura 7 Estrutura e composi¢édo da parede celular. Adaptado de (55).

O material lenhocelulésico que confere rigidez e estrutura as plantas inclui trés
tipos de polimeros de carbono, a celulose, a hemicelulose e a lenhina (56), ligadas entre
si formando uma estrutura complexa. As pectinas e as proteinas sao outros compostos
em baixa quantidade na estrutura celular (53). A composi¢do e percentagem destes
biopolimeros variam consideravelmente dependendo da espécie, parte anatémica,
idade, entre outros fatores, nomeadamente os fatores edafo-climaticos do crescimento.
Normalmente a quantidade de celulose pode variar entre 35-50%, a hemicelulose entre
15-30% e a lenhina entre 7-35% (8).

O pré-tratamento é o primeiro e mais importante fase do processamento da
biomassa lenhocelulésica, uma vez que a deixa mais fragilizada com a destruicdo do
“escudo resistente” de lenhina que forma uma barreira no que toca a acessibilidade das
enzimas a celulose e hemicelulose. Assim a biomassa fica em condi¢cdes de ser

convertida em biocombustiveis ou outros produtos de elevado interesse (52).

15



A melhor maneira de romper este material lenhocelulésico e extrair os seus
componentes para producdo de combustiveis é por via de aquecimento e utilizacdo de
compostos quimicos fortes (56) como se descrevera em detalhe no ponto seguinte

(seccao 2.4).

2.3.1 Celulose

A celulose, é o biopolimero mais abundante no mundo, dado ser a substancia
organica mais importante e maioritaria que compde a parede celular das plantas (8) e
tem sido amplamente explorada na industria da pasta e do papel (52).

A celulose é um polimero linear de glucose ndo ramificado, formada por
subunidades de D-glucose ligadas por ligacdes glicosidicas 3-1,4. Tem por isso a
formula molecular (CsH1005)n, Onde n representa o grau de polimerizacao, isto é, o
numero de moléculas de glucose da cadeia de celulose.

A forte estrutura cristalina que este polimero apresenta confere resisténcia a
hidrélise, uma vez que faz com que os agucares sejam dificeis de alcancar durante o
pré-tratamento (8). Duas moléculas de glucose, adjacentes, unidas pela eliminacdo de
uma molécula de agua formam uma unidade de celobiose, que se repete ao longo da
cadeia de celulose (57). As cadeias de celulose estdo agregadas umas as outras por
via de pontes de hidrogénio e forcas de van der Waals, formando assim as microfibrilas
(3-5 nm de diametro). As microfibrilas de celulose estdo posteriormente ordenadas por
pontes de hidrogénio as hemiceluloses formando agregados maiores, as macrofibrilas
(50-250 nm de diametro) (58). Para solubilizar a celulose, a maioria dos grupos hidroxilo
devem ser quebrados, contudo, com temperatura moderada, a celulose é insoltvel na

maioria dos solventes tipicamente usados.
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Figura 8 Representagdo da molécula de celulose. Adaptado de (57).

2.3.2 Hemicelulose

As hemiceluloses sdo o segundo polimero mais abundante na biomassa
lenhoceluldsica. Estruturalmente, as hemiceluloses sdo muito diversificadas quando

comparadas com a celulose (58). A sua estrutura molecular consiste numa cadeia linear
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ramificada (57). As hemiceluloses s&o polissacaridos heterogéneos compostos por
unidades de monossacaridos incluindo as pentoses (xilose, arabinose), hexoses
(manose, glucose e galactose) e acidos urénicos (acido glucurénico, metilglucurénico e
galacturénico) (59).

Diferente da celulose, a hemicelulose é um polimero amorfo que apresenta uma
composi¢cao muito variavel, em termos de cadeia principal e substituintes, de planta para
planta e é capaz de formar multiplas pontes de hidrogénio consigo mesma ou com a
celulose (3). As ligacBes B-1,4 na estrutura central da hemicelulose permitem essa
ligacdo com a celulose (58). Em comparacéo com a celulose, a hemicelulose apresenta
um grau de polimerizacdo muito menor o que torna as hemiceluloses mais sollveis e
suscetiveis ao tratamento por hidrolise (59). A solubilidade dos componentes da
hemicelulose aumenta com o aumento da temperatura, mas a solubilizacdo n&o
depende s6 da temperatura, mas também do teor de humidade e principalmente do pH
(60). Entre os trés componentes lenhocelulésicos a hemicelulose €é o

termoquimicamente mais sensivel (61).

Pentoses 1o N -
HO OH O

B0 Xl e« Araarparanose a-L-Arabinofuranose
(B-0-XGip) (e-L-Arap) (x-L-Arar)

Hexose

uw

p-o-Glucose pg-o-Manose a-D-Galactose
(B-0-Glicp) (B-o-Manp) (ce-D-Galp)

Acidos Urdnicos

Acda B0 Gluowrdnica Acdo -0-4-O-Metigiuordnico Acida a-D- Gactranico
(B-0-GicpA) (cx-D-Ma-GicpA) (c-D-GalpA)

Figura 9 Unidades de monossacaridos maioritarias na hemicelulose. Adaptado de (57).

2.3.3 Lenhina
A lenhina é terceiro polimero mais abundante na natureza (61) e uma molécula
muito complexa com unidades de fenilpropano unidas por ligagbes éter-carbono ou

carbono-carbono, com elevado grau de polimerizacéo (55). As fortes ligagbes que unem

17



0s polimeros da lenhina tornam a sua quebra muito mais dificil em comparagdo com os
polissacéridos, descritos anteriormente (56).

A lenhina apresenta-se como uma macromolécula tridimensional, ndo solavel em
agua, com elevado peso molecular (2000 a 15000 g/mol) e que apresenta varias
ligacOes cruzadas compostas na sua estrutura alquilfendlica (62). Trés unidades basicas
sdo encontradas na estrutura da lenhina, sao elas o p-hidroxifenil, o guaiacil e o siringil.
Estas unidades sao derivadas de trés percursores monoméricos, o alcool coniferilico,
sinapilico e o cumarilico, com zero, um e dois grupos metoxi no anel aromatico,
respetivamente (63).

De todos os constituintes que formam a matriz lenhocelulésica, a lenhina é a que
mais varia em composi¢cdo e complexidade entre diferentes biomassas, contudo a sua
estrutura ainda nao foi perfeitamente estudada, maioritariamente devido a incapacidade
em isolar a lenhina na sua forma nativa. A lenhina esta presente na parede celular
secundaria e funciona como substancia estrutural que confere solidez e resisténcia
contra evasdes patogeénicas (64).

A lenhina tem aplicacdes na producédo de colas, espumas, adsorventes, matéria
prima para fabricar nanofibras de carbono, entre muitas outras aplicacfes (65).

Monomeros de lenhina
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Figura 10 Principais unidades monomeéricas da lenhina. Adaptado de (66).
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2.4 Pré-tratamentos

A utlizacdo de biomassa lenhocelulésica para obter produtos de valor
acrescentado, nomeadamente combustiveis e quimicos, é altamente limitada pela sua
natureza recalcitrante induzida pela sua estrutura quimica complexa (58). De facto, a
sacarificacdo enzimética dos polissacaridos presentes na biomassa para originar
monossacaridos — uma fase importante para a produgdo de uma variedade de
bioprodutos derivados das matérias-primas lenhocelulésica via fermentagcédo microbiana
ou reagles quimicas — € inviavel ser aplicada diretamente a matéria prima “crua”,
resultando em concentragfes de agucares muito baixas (58).

E assim necessério aplicar processos de pré-tratamento / fracionamento que
permitam destruturar a complexa matriz lenhocelulésica descrita em cima, de forma a
torna-la recetiva & agdo enzimatica (67). Assim, ndo é incomum definir os processo de
pré-tratamento como o0s processos fulcrais da biorrefinaria em que é libertada a
hemicelulose e a morfologia da lenhina é alterada, aumentando assim a disponibilidade
da celulose ao ataque enzimatico (68). O pré-tratamento é o primeiro e mais importante
fase no processamento da biomassa lenhocelulésica, uma vez que torna a biomassa
mais acessivel a processos avancados ou reacdes, de modo a ser convertida em
biocombustiveis ou outros produtos (52).

Uma elevada area superficial e especifica acessivel, o tamanho e volume dos
poros, o tamanho da particula, a composi¢cdo quimica da lenhina, as hemiceluloses, os
grupos acetilo e a celulose, o grau de polimerizacdo da celulose, a estrutura da lenhina
(composicdo em unidade de siringil e guaiacil), ttm um papel importante na resisténcia
da biomassa (69, 70).

Um pré-tratamento, para ser eficaz, tem de ser capaz de aumentar a eficiéncia
enzimatica, minimizar a perda ou destruicdo de polissacaridos, inibir a formacéao de
produtos secundarios encontrados normalmente na composi¢do de hidrolisado, tais
como, acido acético, acido férmico, acido levulinico, furaldeido (furfural) e HMF (3),
recuperar os coprodutos de valor acrescentado (71) e ser um processo rentavel (72).
Todavia, esta fase do processo de conversdo de materiais lenhocelulésicos € a mais
dispendiosa. Assim, torna-se essencial uma recuperacgéao e reutilizacdo dos coprodutos
envolvidos no processo (71).

Um modelo simplificado do que é pretendido/ocorre durante os processos de pré-

tratamento esta representado na figura seguinte.
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Figura 11 Efeito de um pré-tratamento em material lenhocelulésico. Adaptado de (72).

Sdo varios os métodos de e pré-tratamento que tém sido desenvolvidos e
otimizados de modo a melhorar e facilitar a acessibilidade das enzimas as fibras
celulodsicas (52). Estes podem ser classificados de acordo com o mecanismo principal

do processo, como se apresenta na figura 12.
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Figura 12 Diferentes tipos de Pré-tratamento.
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Os pré-tratamentos fisicos permitem diminuir o tamanho da particula, aumentar a
sua area superficial e, nalguns casos aumentar o tamanho dos poros, bem como
diminuir a cristalinidade e o grau de polimerizacado da celulose (60).

Os pré-tratamentos quimicos abordam principalmente os tratamentos com 4acidos
ou bases (73). Os &cidos ou bases que promovem a hidrélise e apresentam uma alta
recuperacao de glucose a partir da celulose através da remocédo da hemicelulose ou
lenhina durante o pré-tratamento, sdo normalmente o H,SO4 e NaOH, respetivamente
(74).

Nao é facil comparar todas as tecnologias dos pré-tratamentos, uma vez que
nenhum se superioriza ao outro, pois todos apresentam vantagens e desvantagens na
sua utilizagéo (71).

Os métodos fisico-quimicos, nomeadamente a autohidrélise e a explosao de vapor
tem a vantagem de ndo necessitarem de catalisadores (na maioria dos casos) e
associarem um efeito fisico, principalmente na explosdo com vapor em que uma rapida
descompressao leva a rutura das fibras (75).

Quanto aos métodos bioldgicos, onde se destaca, por exemplo, os métodos
baseados na utilizacdo fungos da podriddo branca, tém sido pouco explorados, pois
apresentam uma eficiéncia limitada (76).

2.4.1 Hidrélise acida

O objetivo principal da hidrélise acida é solubilizar a hemicelulose, primariamente
na forma de xilose, quebra da lenhina e redugéo da cristalinidade da celulose, de modo
que, a biomassa tratada figue mais suscetivel a subsequente hidrélise enziméatica (16).
Este processo pode ser realizado quer utilizando acidos concentrados, quer acidos

diluidos.

2.4.1.1 Acido concentrado

O tratamento dos materiais lenhocelulésicos com alta concentracdo de acido e
baixa temperatura é utlizado para obter altos rendimentos de aglcar sem que seja
necessario realizar um passo adicional de hidrélise enzimatica. Este pré-tratamento é
altamente corrosivo devido ao uso de acido concentrado (16).

A solubilizacao da hemicelulose e a precipitacdo da lenhina solubilizada é mais
acentuada durante o pré-tratamento com acido concentrada quando comparado ao pré-
tratamento com &cido diluido (60).

Este pré-tratamento consiste em trés fases. Primeiro a hemicelulose é removida

durante a fase de pré-hidrélise, de seguida a celulose € dissolvida e hidrolisada em
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celooligossacaridos soluveis durante a fase principal da hidrolise. Por fim os
celooligossacéridos sdo entdo quebrados em glucose durante a fase de pés-hidrélise.
Nas primeiras duas fases, a estrutura cristalina da celulose é desconstruida e os
acucares monoméricos sao libertados da biomassa na fase de pés-hidrélise (77).

A principal vantagem deste tratamento € a ndo utilizacéo de enzimas para hidrélise
adicional devido ao alto rendimento em acuUcares. Devido a este pré-tratamento se
realizar a baixa temperatura e pressdo, a formacao de inibidores na degradacdo do
acucar é menor que no tratamento com acido diluido.

A principal desvantagem é a capacidade de corrosdo do préprio acido. Devido a
essa alta corrosdo, € necessario um equipamento caro e resistente. O alto consumo de
acido, faz com que o mesmo tenha de ser recuperado e reciclado de modo a tornar este

processo economicamente viavel (77).

2.4.1.2 Acido diluido

Este pré-tratamento é realizado normalmente numa temperatura entre 120 a 215
° C, concentracdes de acido entre 0,5 a 5 %, e abaixo dos 10 bar de presséo por alguns
minutos. Esta condicdo permite uma hidrolise da hemicelulose a xilose e outros
acucares, uma rutura da lenhina e uma parcial solubilizagéo da celulose (77). Com esta
hidrélise 4cida ocorre também a quebra parcial da celulose a glucose, glucose essa que

forma ainda HMF e outros produtos de degradacéo (74).
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Figura 13 Mecanismo proposto para a reacéo de hidrolise da celulose Adaptado de (78).

No tratamento A&cido, as fracdes de polissacaridos da biomassa sé&o
maioritariamente afetadas, conforme s&o hidrolisadas a oligossacéaridos e

monossacaridos em meio acido. O mecanismo de hidrdlise acida da celulose (analogo
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para hemicelulose) é ilustrado na Figura 13. A hidrdlise inicia-se com uma protonacao
reversivel do oxigénio da ligacdo glicosidica -1,4. A ligacdo éter protonada decompde-
se para formar a molécula de glucose e o ido carboxénio. Esta Ultima espécie reage
entdo com a agua para voltar a gerar o catido hidrénio (79).

A hidrélise da celulose e da hemicelulose ocorre do mesmo modo, contudo a
estrutura cristalina ordenada da celulose suportada por fortes ligacdes de hidrogénio
intramoleculares torna esta hidrélise muito mais dificil do que ocorre com as
hemiceluloses (80).

O acido sulfurico é largamente utilizado por ser barato, para além de que sdo
atingidos pelo menos 90 % de rendimentos em hemicelulose, e na hidrélise enzimatica
altos rendimentos em glucose, acima de 90 % (81). Contudo o &cido nitrico, acido
cloridrico e &cido fosforico também séo algumas opc¢des validas (80).

ApGs este pré-tratamento, a acessibilidade da celulose por parte das enzimas
aumenta devido a remocao da hemicelulose. (77).

Este pré-tratamento apresenta algumas limitagdes, como por exemplo, a corrosao
gue exige assim materiais de construcdo mais caros. A formacdo de produtos de
degradacdo e a libertacdo de inibidores de fermentagdo sdo outras caracteristicas
desvantajosas (74).

2.4.2 Tratamentos hidrotérmicos

2.4.2.1 Autohidrolise

Neste tipo de pré-tratamento a biomassa é pré tratada num reator a temperaturas
e pressfes variaveis, em que se utiliza apenas agua para promover o fracionamento
parcial da biomassa, sem a utilizacéo de catalisadores quimicos.

A autohidrdlise por utilizar apenas aquecimento e agua para romper a parede
celular da biomassa é considerado um tratamento de elevado interesse e preferéncia
em relacdo a outros, devido a ser uma techologia verde, menos poluidora e de baixo
custo em matérias-primas, mas com maiores custos energéticos, pois tipicamente estes
pré-tratamentos sdo tratados a altas temperaturas (160-240 °© C) e pressoées (10-35 bar),
durante alguns minutos ou horas.

Altas temperaturas durante o processo vao aumentar a solubilizacéo de xilano e
produzir uma quantidade abundante de aclcares oligoméricos. Este pré-tratamento
hidrotérmico degrada o xilano na biomassa e expde a celulose a subsequente reacéo
enzimatica (82).

A hidrélise da biomassa comeca por ides hidrogénio, que sdo gerados na auto-

ionizagdo da 4gua. A altas temperaturas, uma alta concentracdo de ides esta presente
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na 4gua, que atua como catalisador &cido, e maioritariamente hidrolisa os polissacéaridos
da hemicelulose em oligdbmeros. Assim, a maioria da hemicelulose é removida da
biomassa e € efetivamente convertida em oligossacaridos e mondémeros, com baixa
concentracdo de produtos de degradacdo, como o furfural e o HMF. A celulose e a

lenhina &cida insollvel, contudo, permanece na biomassa. (83)

2.4.2.2 Exploséao de vapor

O objetivo deste tratamento € também solubilizar a hemicelulose para tornar a
celulose mais acessivel & hidrolise enzimética e evitar a formacéo de inibidores (60).

Este processo consiste num tempo curto de tratamento numa temperatura entre
0s 180 e 240 ° C, seguida de uma descompressado explosiva da biomassa. A explosao
de vapor utiliza vapor saturado de alta pressao de 10 a 35 bar para aquecer rapidamente
a biomassa seguida de uma rapida descompresséao (explosdo) de modo a romper a
estrutura rigida da biomassa (84).

Alegadamente, baixas temperaturas e tempos de residéncia maiores sdo mais
promissores porgque evitam a formacao de produtos de degradagédo dos aglcares que
inibem a subsequente fermentacao (61).

Durante o processo de exploséo de vapor, a lenhina é quebrada em unidades de
polimeros menores. Ja a hemicelulose é mais suscetivel que a lenhina e é decomposta
em sacaridos oligoméricos, que sdo predominantemente sollUveis em agua e sao assim
lavados (85).

A hemicelulose abrange a maior por¢cdo de polissacaridos que sdo solubilizados
durante o tratamento, enquanto a lenhina sofre a transformag&o como resultado da alta
temperatura imposta ao sistema. A hidrélise da hemicelulose é mediada pelo &4cido
acético produzido através dos grupos acetilo associados a hemicelulose e outros acidos
libertados durante o pré-tratamento, que posteriormente pode catalisar a hidrélise da

hemicelulose resultando na libertagdo de monémeros de glucose e xilose (61).

2.4.2.3 Hidrolise assistida com CO2

O pré-tratamento usando alta pressao, como a adi¢ao de dioxido de carbono (COy)
e agua é a mais recente forma de hidrolisar a hemicelulose. O diéxido de carbono é um
solvente verde, que néao é toxico, é barato, existe em abundancia, é renovavel e funciona
como catalisador neste pré-tratamento. A combinacéo do CO, com a agua forma acido
carbdnico. Este acido carbdnico formado vai promover a hidrélise da hemicelulose, bem
como de alguns acucares (82). Dado que o acido carbonico é um acido fraco, a hidrélise

ndo é muito extensa.
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2.4.3 Tratamento alcalino

O tratamento alcalino € um dos processos mais comumente usado como
tratamento quimico. O hidréxido de sédio (NaOH), o hidroxido de célcio (Ca(OH)2), o
hidroxido de potassio (KOH) e o hidréxido de aménia (NHsOH) sdo os catalisadores
alcalinos deste tipo de tratamento (16). A tecnologia de pré-tratamento alcalino, é em
parte semelhante ao processo kraft.

Os pré-tratamentos alcalinos utilizam baixas temperaturas (entre a temperatura
ambiente, e pouco superiores a 100° C) e pressfes, em comparacdo com outras
tecnologias, pelo que as necessidades energéticas sdo baixas, mas em termos de
tempo de tratamento, estes sdo muto mais longos, sendo da ordem das horas ou até
dias, ao contrario dos processos 4cidos que tipicamente ndo ultrapassam as 3 horas
(74). Contudo, a principal desvantagem deste método € o uso de quimicos corrosivos,
bem como os problemas ambientais e de operagéo associados (16).

O principal efeito deste tipo de tratamento é a deslenhificacdo da biomassa, i.e. .a
remocdo de lenhina da biomassa (86)., e assim aumentar a reatividade dos
polissacaridos restantes (74). O mecanismo envolvido no pré-tratamento alcalino € a
clivagem das ligacdes da lenhina com as ligacdes glicosidicas dos polissacaridos o que
causa uma redugcdo no grau de polimerizacdo e na cristalinidade. Este tratamento
também remove grupos acetilo e varios acidos urénicos que baixam a acessibilidade a
celulase (87).

A utilizacdo de catalisadores alcalinos, para remover a lenhina, aumenta a
digestibilidade enzimética, mas o hidréxido de sédio e outras bases sao muito caras e
dificeis de recuperar e reciclar para torna-los viaveis na producéo de biocombustiveis
(81). Uma das limitagbes deste pré-tratamento é devido a base utlizada como
catalisador que pode ser convertida em sais irrecuperaveis que se incorporam ha
biomassa durante a reacao (74).

Este processo é relativamente mais suave quando comparado com a hidrolise
acida, e assim, a degradacéo do acucar em furfural, HMF € reduzida, mas pode haver
a decomposicdo dos agucares noutros produtos, p. ex. acido acético (16).

Um quadro resumo € assim necessario de modo a comparar os diferentes pré-
tratamentos abordados em cima, no que diz respeito a remog¢éo da fragéo celulosica,
digestibilidade enzimatica, condi¢cdes de operacao e corrosao de material. Posto isto,

tem-se entdo o Quadro 1.
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Quadro 1 Comparacao de alguns processos para o fracionamento de materiais lenhocelulésicos.
Elevado (+); Moderado (0); Baixo (-); Nao aplicavel (n.a.). Adaptado de (73)

Acidos Hidrotérmicos
Tratamentos Alcalino Exploséo x
Diluido = Concentrado Autohidroélise com SPEED
com CO2
Vapor
Temperatura + -/0 -/0 + + +
Remocéo de
. + + 0 + + +
hemicelulose
Recuperacéo
de + 0 0 + 0 +/0
hemicelulose
Remocéo de i + ) i i i
celulose
Digestibilidade
" n.a. + + ++ +
enzimatica
Remocéo de
. - - + - - -
lenhina
Formagaode +- : : 10 10
inibidores
Cor_rosao de 0 + + i i 0
equipamento
Energia
- + - - + + +
necessaria
Recuperacéo
dos Dificil Necessario Facil n.a n.a. Dificil
catalisadores
Formacgao de
. + - - - - +/-
residuos
Implementato s i Sim Sim/N&o Sim Sim Sim

a escala piloto

2.4.4 Hidrdlise enzimética

A aplicacdo de qualquer dos métodos de pré-tratamento descritos anteriormente
permitira um aumento da digestibilidade enzimatica da celulose remanescente na fragao
sélida da biomassa. Por exemplo, a remog&o da hemicelulose hidrélise &cida diluida
qgue promove a destruicdo da matriz protetora lenhina-polissacéridos da parede celular
das matérias-primas (88, 89), pode melhorar eficazmente a acessibilidade e por sua
vez, a digestibilidade enzimatica, originando uma excelente fonte de acuUcares,

nomeadamente glucose, para producéo de bioetanol (90-93).
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A vantagem mais significativa da hidrolise enzimatica sobre os processos acidos
sdo, condicdes de temperatura e pH mais leves, 0 que leva a uma reacao livre de
produtos de degradacdo dos acUcares que limitam os processos fermentativos
posteriores. Isto leva a vantagens econdémicas a nivel, por exemplo, do custo de
equipamento (94).

Tem havido um aumento significativo da eficiéncia das enzimas que sao utilizadas
neste processo, destacando-se as enzimas comerciais da Novozymes, homeadamente
as enzimas Cellic® CTec2 e Cellic® CTec3 HS. Estas sdo enzimas de Ultima geragdo
que apresentam atividades celuloliticas, de R-glucosidases e de hemicelulase. Séo
tipicamente eficazes numa ampla variedade de matérias-primas, mas a sua eficiéncia
tem de ser testada, especialmente em funcéo do pré-tratamento.

Os pré-tratamento de autohidrélise utilizados no processamento dos materiais
lenhoceluldsicos, ddo origem, no geral, a solugdes ricas em hemiceluloses, na forma
oligomérica que € por vezes necessario converter em monossacaridos para possibilitar
0 acesso da maioria dos microrganismos, quando estes compostos sao direcionados
para conversao biolégica, nomeadamente para producdo de bioetanol. Isso pode ser
conseguido através da utilizagcao de processos quimicos, ou biolégicos (95). No entanto,
neste trabalho isso ndo sera realizado, pois € considerado que os oligossacaridos tém

mais valor como produtos diretamente comercializaveis.

2.5 Produtos derivados dos pré-tratamentos

Para valorizacdo da fragdo hemiceluldsica, tanto a hidrolise em acido diluido como
os tratamentos hidrotérmicos sdo os métodos mais adequados uma vez que estes sao

muito seletivos para a fragdo referida.

2.5.1 Oligossacéridos (0OS)

Como descrito a cima, os processos hidrotérmicos sdo preferidos em relagdo ao
processo com acido tanto a nivel econémico como ambiental.

Com condi¢bes moderadas, os OS sdo geralmente o produto maioritério e as
propor¢des de OS, monossacéridos e produtos de degradagéo varia de acordo com as
condi¢cBes de operacao e tipo de pré-tratamento. A autohidrdlise permite, no geral, obter
altos rendimentos de OS (96).

Os oligossacéridos (OS) sdo moléculas de baixo peso molecular que contém
unidades de monossacéridos conectadas por liga¢des glicosidicas (97). Muitos autores
consideram que os OS contém geralmente de 3 a 10 unidades de monossacaridos,

denominados DP3 a DP10 (DP, Degree of Polymerisation, na literatura inglesa) (97, 98),
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0 que € também a definicdo dada pela IUPAC. No entanto, outros autores consideram
que o grau de polimerizacao podera ser maior (99), definindo oligossacéaridos até DP20
ou superior, desde que estes compostos de peso molecular elevado sejam solaveis.

Como representantes maioritarios dos oligossacaridos, tem-se 0s
celooligossacéridos (COS) e os xilooligossacaridos (XOS) (97).

Os celooligossacaridos sdo cadeias lineares com ligacbes de anidroglucose [3-
1—-4, com baixo grau de polimerizacdo. Os COS sdo importantes oligossacaridos
funcionais, com elevada importdncia no campo da alimentacdo e na inddstria
farmacéutica (100, 101).

Os xilooligossacéridos (XOS) sao cadeias lineares com ligacdes de anidroxilose
B-1—4, com baixo grau de polimerizagéo (102). Os XOS sdo utilizados como probidticos
benignos para a salde humana, que mostra uma gama de atividades bioldgicas, bem
como, promover a absor¢do de calcio, reduzir os niveis de colesterol, reduzir os riscos
de cancro colorretal, melhorar o sistema imunitario humano e atuar como antioxidante
(97).

Os oligossacéaridos, particularmente os XOS, obtidos por matérias-primas do tipo
herbaceo e folhosa, podem ser um importante produto de valor acrescentado,
apresentando muitas propriedades interessantes para aplicar nas industrias
alimentares, farmacéutica e cosmética bem como produtos quimicos especiais (103).

Os XOS séo normalmente obtidos através da hidrolise de xilano de biomassa
lenhoceluldsica. Nas Ultimas décadas, alguns processos tém avaliado a producédo de
XOS, contudo, ainda é uma area que se encontra em constante desenvolvimento e onde
as melhores metodologias, e substratos ndo estdo bem definidas (104) e serdo

explorados neste trabalho.

2.5.2 Monossacéridos (0OS)

As reac6es de hidrdlise acida devem ser controladas em termos de concentragao
de 4cido, tipos de acidos utilizados e tempo de hidrélise. Um dos inconvenientes pode
ser a formacdo de produtos colaterais como o furfural, quando estdo presentes
pentoses, ou o0 HMF, quando as hexoses fazem parte da composi¢éo de polissacéridos
(105).

Dependendo da severidade do tratamento, os produtos resultantes séo
essencialmente os monossacaridos e acido acético, sendo usualmente facil limitar a
producdo de produtos de degradacéo (106).

Os principais monossacaridos presentes nos hidrolisados séo as pentoses, que

apresentam um baixo valor comercial, quando comparadas com a glucose. Este Gltimo
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monossacarido s6 é produzido significativamente durante o processo de hidrélise
enzimatica da celulose, conseguindo-se obter xaropes de glucose com concentracdes
significativas, mas que tém dificuldade em conseguir competir no Mercado com outros
produtos semelhantes. Assim, quer os xaropes de pentoses, quer os xaropes de glucose
tém sido essencialmente utilizados para a producdo de biocombustiveis (p. ex. o
bioetanol) ou outros produtos com grande volume de Mercado, como por exemplo o

acido lactico, diretamente, in situ, na biorefinaria (105).
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3 Materiais e métodos

3.1 Matérias-primas

3.1.1 Miscanthus

O Miscanthus, uma das matérias primas principais utilizadas neste trabalho, foi
gentilmente fornecido pelo TNO (Paises Baixos) no &mbito do projeto BRISK2 em forma
de pellets. O material foi armazenado num contentor plastico, & temperatura ambiente.
Este material foi utilizado como recebido, sendo apenas moido para efeitos de andlise

quimica estrutural.

3.1.2 Faia

A amostra de Faia (Fagus sylvatica, Beech, na literatura inglesa) foi fornecida
moida em forma de p6 tendo sido gentilmente fornecida pelo KIT (Alemanha), também
no &mbito do projeto BRISK2. A amostra foi armazenada como descrito para a amostra
de Miscanthus. Este material foi utilizado como recebido, sendo apenas moido para

efeitos de andlise quimica estrutural.

3.1.3 Borras de café

As borras de café (Spent coffee grounds, na literatura inglesa) foram gentilmente
fornecida pela cafetaria situada no edificio O do campus do Lumiar.

Dado a elevada humidade das amostras, parte da amostra é recolhida para
determinagdo de humidade e cinza (em duplicado), enquanto que a restante é posta a

secar numa estufa a 60°C.

3.1.4 Caroco do fruto de palmeira

Caroco do fruto de palmeira (Palm kernel, na literatura inglesa) é um subproduto
da producédo de biodiesel a partir de 6leo de palma, tendo sido gentilmente fornecida
moida em forma de p6 pelo CERTH (Grécia), também no a&mbito do projeto BRISK2. A
amostra foi armazenada em congelador (-18°C). Este material foi seco e moido para

efeitos de andlise quimica estrutural.

3.1.5 Dreche cervejeira

A Dreche cervejeira (Brewerie spent grains, na literatura inglesa) é um subproduto
oriundo da industria cervejeira, tendo sido gentilmente fornecida moida em forma de p6

pelo CERTH (Grécia), também no ambito do projeto BRISK2. A amostra foi armazenada

31



como descrito para a amostra de Caroco do fruto de palmeira. Este material foi seco e

moido para efeitos de analise quimica estrutural.

3.2 Pré-tratamento da biomassa em acido diluido

Os ensaios de hidrélise acida diluida foram realizados utilizando uma razéo
liquido/solido de 7 (p/p, base seca), e uma massa total da mistura de 350 g (biomassa,
agua e acido sulfurico). Tipicamente pesam-se uma quantidade de biomassa
equivalente a 43,75 de biomassa seca, adicionando-se posteriormente quantidades da
solucéo de acido sulfarico a 4% (p/p) e agua destilada por forma a completar a massa
a 350 g e a concentracéo de acido sulfdrico final ser 0,10 g H.SO4/g biomassa®.

A mistura foi colocada num reator Parr (Parr Instruments Company, EUA, ver

Figura 14). Utilizou-se um vaso de 600 mL construido em Hastelloy™.

Figura 14 Reator Parr utilizado nos pré-tratamentos.

A agitacao do reator € feita por um veio com pas planas e o aquecimento é feito
através de uma manta externa (elétrica). Inicialmente, a temperatura é estabilizada a 25
°C e posteriormente 0 aquecimento € ligado de forma a obter um perfil de aquecimento
reprodutivel (aproximadamente 7 °C/min) até se atingir a temperatura desejada (140
°C), a partir da qual esta é mantida constante por tempos pré-determinados, de 0 a 80

minutos. Por forma a seguir a rea¢do ao longo do periodo de aquecimento foram

1 Por exemplo, para uma biomassa com 8,4% de humidade foram pesadas 47,76 g de
biomassa, 188,90 g de agua desmineralizada e 113,34 g de acido sulftrico (4%, p/p)
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também retiradas amostras quando se atingiram as temperaturas de 90 e 110. As
condicbes operacionais sdo monitorizadas através de um controlador PID, Parr modelo
4842. Registam-se o0s valores de temperatura, velocidade de rotagcdo, pressao, gasto
energético (eletricidade), e output, durante a reacdo. No fim da reacdo, o reator é
arrefecido rapidamente fazendo circular 4gua na serpentina interior e também pela
imersédo parcial do reator em agua fria dentro de um copo de precipitacédo de 5 L. Posto
isto, a separacao da mistura (sélido/hidrolisado) é feita por prensagem manual, seguida
por filtrac&o por papel de filtro Whatman® n.° 1. O sélido é lavado com =600 g de agua
desmineralizada. Por fim quantificaram-se os soélidos e liquidos apés cada tratamento,
de forma a ser possivel avaliar as perdas durante o processo. Apds a prensagem parte
do hidrolisado obtido é analisado em HPLC, para quantificar os agucares livres e o
restante é congelado a -20 °C. Da frac@o solida lavada recolhem-se 3 aliquotas: 1)
amostra para quantificar a humidade e cinzas (aproximadamente 10 g) utilizada de
imediato; 2) amostra para determinacdo da digestibilidade enzimatica
(aproximadamente 10 g); e 3) amostra remanescente que sera seca na estufa a 45 °C
para posterior caracterizacdo analitica da composicdo da biomassa.

As formulas de célculo do fator de severidade combinado e de alguns parametros
relevantes para a andlise dos resultados, por exemplo o rendimento em sélidos, séo

apresentadas em Anexo (Anexos 7.2 e 7.3, respetivamente).

3.3 Pré-tratamento da biomassa por autohidrélise

Os ensaios de autohidrélise foram realizados utilizando uma razao liquido/sélido
de 7 (p/p, base seca), e uma massa total da mistura de 350 g (biomassa, agua).
Tipicamente pesam-se uma guantidade de biomassa equivalente a 43.75 de biomassa
seca, adicionando-se posteriormente agua destilada por forma a completar a massa
total de 350 g.

A mistura foi colocada no reator Parr jA descrito, mas utilizou-se um vaso
construido em aco inoxidavel 316L. A agitacdo do reator é feita por um veio com péas
planas e o aquecimento é feito através de uma manta externa (elétrica). Inicialmente, a
temperatura € estabilizada a 25 °C e posteriormente 0 aquecimento € ligado de forma a
obter um perfil de aguecimento reprodutivel (aproximadamente 7 °C/min) até se atingir
a temperatura desejada (170 °C), a partir da qual esta € mantida constante por tempos
pré-determinados, de 0 a 80 minutos. Por forma a seguir a reacdo ao longo do periodo
de aquecimento foram também retiradas amostras quando se atingiram as temperaturas
de 140, 150 e 160. As condicbes operacionais sdo monitorizadas através de um

controlador PID, Parr modelo 4842. Registam-se os valores de temperatura, velocidade
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de rotacédo, pressao, gasto energético (eletricidade), e output, durante a reacdo. No fim
da reacao, o reator é arrefecido rapidamente fazendo circular &gua na serpentina interior
e também pela imersao parcial do reator em agua fria dentro de um copo de precipitacao
de 5 L. Posto isto, a separacdao da mistura (sélido/hidrolisado) é feita por prensagem
manual, seguida por filtracdo por papel de filtro Whatman® n.° 1. O sélido é lavado com
~600 g de agua desmineralizada. Por fim quantificaram-se os sélidos e liquidos apds
cada tratamento, de forma a ser possivel avaliar as perdas durante o processo. Apés a
prensagem parte do hidrolisado obtido é analisado em HPLC, para quantificar os
acucares livres e o restante é congelado a -20 °C. Da fracdo sélida lavada recolhem-se
3 aliguotas: 1) amostra para quantificar a humidade e cinzas (aproximadamente 10 g)
utilizada de imediato; 2) amostra para determinacdo da digestibilidade enzimatica
(aproximadamente 10 g); e 3) amostra remanescente que sera seca na estufa a 45 °C
para posterior caracterizacdo analitica da composicdo da biomassa.

As formulas de célculo do fator de severidade combinado e de alguns parametros
relevantes para a andlise dos resultados, por exemplo o rendimento em sélidos, séo

apresentadas em Anexo (7.2 e 7.3, respetivamente).

3.4 Métodos analiticos

Apresenta-se seguidamente as diferentes metodologias analiticas utilizadas. As

formulas de calculo relevantes séo apresentadas em Anexo (7.3).

3.4.1 Caracterizacéo fisica das matérias-primas
A caracterizacao fisica das matérias primas teve por objetivo a quantificacdo da

sua densidade e o estabelecimento do seu perfil granulométrico.

3.4.1.1 Quantificacdo da densidade

A densidade dos pellets de Miscanthus foi obtida pela quantificacdo da massa de
pellets individuais (pelo menos 25 pellets) e a estimativa do seu volume, assumindo uma
geometria cilindrica e medindo o diametro e comprimento de cada pellet, com um
paquimetro digital.

A quantificacdo da densidade aparente (ou bulk) foi realizada tendo por base a
norma CEN / CENELEC 15103 (107), com ligeiras alteracdes (utilizacdo de recipientes
de menores dimensfes do que os prescritos). Especificamente, foi utilizado uma proveta
volumétrica de plastico de 250 mL. A biomassa foi adicionada por aliquotas, medindo-

se a massa total adicionada e o volume ocupado ao longo do preenchimento, agitando
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a amostra na proveta por forma a evitar os espacos ndo preenchidos. A densidade

aparente é calculada pela razéo entre a massa e 0 volume aparente ocupado.

3.4.1.2 Perfil granulométrico

A caracterizacdo do tamanho das particulas constituintes das restantes matérias-
primas, foi realizado através de um agitador de peneiros (EVS1, Endecotts, Inglaterra)
utilizando 7 peneiros (ASTM E11, Retsch, Alemanha) dispostos em série, com diferentes
tamanhos de poros, ordenados de acordo com o didmetro dos poros (0,25, 0,50, 0,71,
1,00, 1,60, 2,36 e 3,55 mm)

Para realizar a analise granulométrica, amostras de aproximadamente 100g cada,
foram agitadas durante 20 minutos, recorrendo ao agitador de peneiros. Os peneiros
foram tarados individualmente numa balanca (N2B110 Navigator, OHAUS, Suica). Os

ensaios foram feitos pelo menos em triplicado.

3.4.2 Determinacdo dos soélidos totais na biomassa

Os solidos totais na biomassa foram determinados, de acordo com o método
standard do NREL (108). A determinacdo dos solidos totais na biomassa, é obtida
através da humidade presente na biomassa. Esta determinacdo pode ser feita aos
residuos sélidos resultantes dos pré-tratamentos ou a biomassa tal qual, ou seja, sem
pré-tratamento.

Os cadinhos de porcelana sao previamente tarados em mufla (Heraeus D-6450,
Alemanha) a 550 °C, durante, pelo menos, 5 h. Apds este tempo, sdo retirados e
colocados diretamente num exsicador, para arrefecerem sem que ganhem humidade.
Finalmente os cadinhos sdo pesados numa balanca analitica (Mettler HK160, Suica), e
registam-se os valores com precisédo de 0,1 mg.

A determinacdo da humidade é feita pesando, para os cadinhos previamente
tarados, aproximadamente 2 g de amostra. ApGs o0 que sao colocados na estufa a 105
°C durante, pelo menos, 18 h. Apés a secagem, os cadinhos contendo as amostras
passam para um exsicador onde irdo arrefecer. Quando os cadinhos estiverem a
temperatura ambiente sdo pesados novamente na qual se regista o valor. Os ensaios

foram sempre realizados, pelo menos, em duplicado.

3.4.3 Determinacao das cinzas na biomassa

As cinzas foram determinadas de acordo com o método standard do NREL
(109).Com a determinacao da humidade ja efetuada, utilizaram-se os mesmo cadinhos

de porcelana com a amostra seca. Os cadinhos foram colocados na mufla (Heraeus D-
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6450, Alemanha) a 550 °C, durante, pelo menos, 5 h. Ap6s a mufla procedeu-se ao
arrefecimento dos cadinhos no exsicador até a temperatura ambiente. Foram pesados
os cadinhos numa balanca analitica (Mettler HK160, Suica) e registados os valores.

Obtém-se assim a quantidade de cinza da amostra.

3.4.4 Determinacao do peso seco do hidrolisado

Apbés a realizacdo de cada pré-tratamento foi quantificado o residuo seco do
hidrolisado e a quantidade de cinza presente. O procedimento usado, € em tudo
semelhante ao da determinacdo da humidade (seccédo 3.4.2) e cinza (seccdo 3.4.3).
Neste caso foram pesados, recorrendo a Erlenmeyers previamente tarados em mufla,

10 g de hidrolisado. A determinagéo foi feita sempre em duplicado.

3.4.5 Caracterizacdo estrutural de matérias-primas e biomassa

tratada
Método 1:

As amostras foram submetidas a uma hidrélise &cida quantitativa para
determinacédo de polissacaridos e grupos acetilo, de acordo com o0 método standard do
NREL (110), com ligeiras alteragdes. Para tal, foram pesadas em tubos de ensaio 0,5 g
de biomassa pré-tratada e moida, as quais se adicionou 5 mL de H>SO4 72% (p/p). A
mistura foi incubada a 30 °C num banho termostatizado (Memmert, Alemanha), durante
1 h, com agitagdo de 10 em 10 minutos com recurso a uma vareta de vidro (1 vareta
para cada tubo). Terminado esse tempo, todo o contetdo do tubo de ensaio foi
transferido para frascos Schott de 250 ml através do arrastamento com agua
desmineralizada, numa quantidade suficiente para se obter uma concentracdo de H.SO4
de 4% (p/p). Anota-se o peso todo do conjunto, ou seja, 0 peso do frasco mais 0 peso
da mistura. Feito isto colocam-se os frascos no autoclave onde permaneceréo durante
1 h a uma temperatura de 121 °C. De seguida, o0 autoclave é arrefecido, com a abertura
do esgoto permitindo que a temperatura baixe até aproximadamente 90 °C, momento
em gue se abre a autoclave e se retira os frascos para arrefecerem até a temperatura
ambiente. Apés o arrefecimento, os frascos, sdo novamente pesados para verificar a
ocorréncia de possiveis perdas. A mistura foi filtrada por filtros de placa porosa,
previamente tarados, na mufla (Heraeus D-6450, Alemanha) durante 5 h.

As fracOes sélidas foram lavadas com agua desmineralizada e os cadinhos foram
postos a secar durante 18 h a 105 °C na estufa. O residuo seco é considerado lenhina

de Klason, ap6s correcao da cinza determinada por incineragdo das amostras numa
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mufla a 550 °C durante 5 h. O filtrado é analisado em HPLC para a quantificacdo de
acucares (monossacaridos) e acido acético.

O calculo das percentagens dos polimeros e grupos acetilo é feito com base nas
concentracdes de glucose, xilose, arabinose e 4cido acético presente nos hidrolisados

(ver anexo 7.3.2).

Método 2:

As amostras foram submetidas a uma hidrélise acida quantitativa para
determinacédo de polissacaridos e grupos acetilo, de acordo com o método standard do
NREL (110). Para tal, foram pesadas em tubos de alta presséo 0,3 g de biomassa pré-
tratada e moida, as quais se adicionou 3 mL de H2SO. 72% (p/p). A mistura foi incubada
a 30 °C de forma analoga ao descrito a cima. Terminado esse tempo, foi adicionado a
cada tubo 84 g de agua desmineralizada, quantidade suficiente para se obter uma
concentracdo de H,SO. de 4% (p/p). Todo o procedimento seguinte € idéntico ao

anterior.

3.4.6 Quantificacdo dos oligossacaridos presentes nos hidrolisados

de autohidrolise

As amostras de hidrolisados de autohidrélise foram submetidas a uma pdés-
hidrolise para determinacdo de acucares oligoméricos, de acordo com o método
standard do NREL (111). Foram pesados 4,25 g de hidrolisado para um tubo de ensaio
e adicionados 0,25 g de &cido sulfarico (H.SO4 72%). Foi anotado o peso de todo o
conjunto, ou seja, 0 peso do tubo mais o0 peso da mistura. Feito isto foram colocados os
tubos na autoclave onde permanecerao por 1 h a uma temperatura de 121 °C. Foram
depois retirados os tubos da autoclave e arrefecidos até a temperatura ambiente. Apés
o arrefecimento, os tubos foram novamente pesados para perceber se se verificou
alguma alteracéo significativa no peso do conjunto. O liquido final obtido € recolhido
para posterior andlise em HPLC. Os oligossacaridos (OS) sédo quantificados por
diferenca entre a contracéo final e inicial de monossacéridos, tendo em conta a

degradacao dos monossacaridos e a diluicdo imposta pela adi¢cdo do acido sulfarico.

3.4.7 Avaliacao da digestibilidade enzimatica

As amostras foram submetidas a uma hidrélise enziméatica, de acordo com o
método standard do NREL (112). Tipicamente utilizou-se uma carga de sélidos de 5%
(p/v, base seca) e uma dose de enzima de 10% em funcéo do glucano (0,1 g de enzima

por g de glucano presente na biomassa).
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Preparacéo da solucdo tampéo (pH 5, 0, 0,12 Mol) — Num baldo de 500 mL, foi
colocado 3,7 g de 4cido citrico monohidratado e 9,55 g de citrato de sddio dihidratado e
agua desmineralizada de modo a perfazer o volume total do baléo.

Preparacdo da solucdo tampdo mais enzima — Num baldo de 100 mL, foram
adicionados aproximadamente 1 g de enzima Cellic® CTec2, gentiimente cedida pela
Novozymes, e completado o volume total do baldo com a solugéo tampéo preparada
anteriormente.

A quantidade de biomassa foi tomada em conta para os calculos da quantidade
de agua destilada a ser usada de modo a obter o volume final total final desejado de 10
mL, considerando que a biomassa tem uma densidade de 1 g/mL.

Foi adicionada Azida de sédio por forma a controlar o crescimento microbiano
(concentragéo final: 0.02 % p/v)

Todos os ensaios foram realizados em duplicado utilizando tubos tapados de
fundo redondo. Foram realizados brancos tendo em conta os agUcares que podem surgir
da solucéo enzimética (sem adicdo de biomassa) e os agUcares derivados da hidrélise
ndo enzimética da biomassa (sem adicdo de enzima).

Depois das amostras preparadas, coloca-se os tubos com as misturas reacionais
no incubador orbital a 50 °C e uma velocidade de agitacdo de 180 rpm durante 72 h.
Apos as 72 h, os tubos séo colocados num banho a 100 °C por 10 minutos, com o intuito
de inativar as enzimas. O conteldo de cada frasco é diretamente filtrado por filtros de
nylon de 0,22 um para os vials para analise de HPLC para quantificagdo dos agucares

produzidos.

3.4.8 Quantificacdo de acUcares, acidos alifaticos e furanos por
HPLC

A quantificacdo da concentracdo dos monossacaridos: glucose (Glc), xilose (Xyl),
e arabinose (Ara); 4cidos alifaticos: acido acético (HAc), acido férmico (HForm) e acido
levulinico (HLev); e furanos: 5-(hidréximetil)-2-furaldeido (HMF) e Furfural nos
hidrolisados obtidos por hidrolise &cida ou autohidrélise, pés-hidrélise dos licores de
autohidrélise e nas amostras provenientes da caracterizacao estrutural da biomassa, foi
efetuada através da analise por HPLC. Utilizou-se um equipamento Agilent 1100 Series,
(Alemanha) equipado com bomba, desgasificador, forno de colunas, e dois detetores
colocados sequencialmente, um detetor de indice de Refracdo, e um detetor do tipo
detetor de fotodiodos (DAD, diode-array, na literatura inglesa). Foi utilizada uma coluna
Aminex HPX-87H (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). As caracteristicas da coluna e as

respetivas condi¢cbes operacionais estdo descritas no Quadro 2.
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Esta coluna ndo separa/resolve todos o0s monossacéridos presentes na
hemicelulose, nomeadamente junto com a xilose co-eluiem também a galactose e a
manose. No entanto, a quantificacdo da xilose ndo € grandemente afetada, pois a
maioria dos materiais apresenta um contetdo praticamente residual destes outros
monossacaridos em comparag¢ao com a xilose.

Antes da analise, todas as amostras foram previamente filtradas através de filtros
Millipore® de diametro de poro 0,22 um. Os monossacarideos e os acidos alifaticos,
acima mencionados, foram quantificados utilizando o detetor de indice de refracéo (IR),
enquanto o HMF e Furfural foram quantificados a 280 nm recorrendo ao DAD.

As concentracbes dos compostos analisados foram calculadas a partir de curvas
de calibracao, tracadas a partir de solu¢cfes padrdo, numa gama de concentracdes de
0,1-20 gLt

Quadro 2 Caracteristicas da coluna cromatografica HPX-87H e respetivas condigbes operacionais
de analise.

Coluna HPX-87H
Caracteristica | Dimens6@es: 300 x 7.8 mm; Resina catidnica (H*); 9 um de diametro

s da coluna de particula; 8% cross linkage; gama de pH: 1-3

Condicdes operacionais

Fase moével H.SO4 0,5 mM
Caudal 0,6 mL/min
Volume da|5puL

amostra

Temperatura 50 °C

da coluna

Temperatura 50 °C
do detetor IR

Comprimento | 280 nm
de onda UV

3.5 Analise econdmica

A andlise econdémica foi realizada utilizando o software SuperProDesigner®
Versao 10, Built 2, Special Built 3010 (Intelligent, Inc.). Dado que apenas se pretende
comparar entre os dois materiais principais / dois processos de pré-tratamento
estudados, e n&do o desenvolvimento completo de uma simulagdo dos processos com

vista a uma andlise de investimento detalhada, optou-se por utilizar os custos dos
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equipamentos definidos por defeito no software. O preco das matérias-primas principais
e dos produtos sao tirados na literatura (Erro! A origem da referéncia néo foi
encontrada.).

Todos os céalculos sdo apresentados para uma instalacao que processa 100 000

ton/ano, base seca.
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4 Resultados e discussao

4.1 Caracterizacao fisico-quimica das matérias-primas

4.1.1 Caracterizacéao fisica

7

A densidade das matérias-primas € um parametro importante, para efeitos
avaliagéo logistica, de dimensionamento de equipamentos e analise técnico-econdmica.

Para o Miscanthus, fornecido em pellets foi quantificada a densidade especifica
do pellet e a densidade aparente (ou bulk).

O diametro de cada pellet € bastante reprodutivel apresentando um coeficiente de
variacdo de 2,8% no diametro médio (8,83 + 0,24 mm). Por outro lado, o comprimento
dos pellets apresenta uma maior heterogeneidade, tendo-se obtido uma média de 12,84
* 2,44 mm, com variagdo percentual de 19%, o que certamente € consequéncia da maior
suscetibilidade a rutura, originando pellets de menores dimensdes. A distribuicdo dos

comprimentos obtidos para os pellets pode ser verificado na Figura 15.
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Figura 15 Distribuicdo do tamanho dos pellets.

De forma analoga a massa dos pellets apresenta também uma grande variacéo
(21,9%), com uma massa média de 0,65 g/pellet.

Pelo contrario, o calculo da média da densidade dos pellets permitiu obter um valor
de 0,81 + 0,07 kg/L, a que corresponde um coeficiente de variagcéo de 8,6%. Este valor
esta em linha com a literatura, mas é menor do que os valores reportados para outros
materiais, como por exemplo, pellets de palha de milho (8 mm de didmetro) e palha de
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trigo (10 mm de didmetro), que apresentam densidades especificas de 1,133 kg/L e
1,096 kg/L, respetivamente (113).

No entanto, para diversas aplicacdes, é mais importante conhecer a densidade
aparente, tendo-se obtido um valor de 0,49 kg/L.

Quanto a faia, a distribuicdo das dimensdes das particulas de biomassa utilizadas
neste trabalho pode ser encontrada na Figura 16.
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Figura 16 Distribuicdo do tamanho das particulas da biomassa de Faia.

Como se pode observar, a amostra ¢é bastante homogénea, com
aproximadamente 92% da matéria-prima a apresentar uma dimensédo entre 1 e 2 mm,
com apenas cerca de 8% da matéria-prima com dimensdes inferiores a 1 mm, sendo
desprezavel a quantidade de biomassa que apresenta dimensdes superiores a 2,36 mm.
Esta distribuicdo € considerada adequada quer para o processamento por hidrélise
acida, quer por autohidrélise (114).

4.1.2 Caracterizacdo quimica
A composi¢cdo quimica dos materiais lenhocelulésicos variam com a origem,
espécie e condicbes de cultivo. Estas variagcbes ocorrem principalmente nos

componentes macromoleculares (celulose, hemicelulose e lenhina), em particular na

frac@o hemicelul6sica.

Para obter uma remocdo efetiva da maioria dos compostos dos materiais

lenhoceluldsicos, como a celulose, hemicelulose, lenhina e outros compostos, a sua
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caracterizacdo quimica é de extrema importancia e servirA como suporte para a
determinagdo da composicdo presente nas amostras a serem tratadas.

No quadro seguinte, tem-se a comparacdo da composicdo quimica de trés
biomassas quantificadas neste trabalho, a Dreche cervejeira (BSG), as borras de café
(SCG) e o Caroco do fruto da palmeira (Palm kernel), no entanto posteriormente néo
foram sujeitas a qualquer tratamento, uma vez que apenas foram selecionadas o
Miscanthus (M. X giganteus) e Faia (Fagus sylvatica), que no Quadro 4 e 5,
respetivamente, serdo apresentadas em comparacdo com estudos feitos por outros

autores, a ambas as matérias primas, sem qualquer tipo de tratamento prévio.

Quadro 3 Caracterizacao quimica da Dreche cervejeira, Borras de café e Caroco do fruto de

palmeira.
Estudo atual | Ref. E:ttgglo Ref. Estudo atual | Ref.
Componentes Dreche (115) Borras de (116) Carogo do fruto (117)
cervejeira café de palmeira
Celulose 16,82 21,20 9,29 8,60 8,56 6,92
(como Glucano)
Hemicelulose 24,33 30,40 39,94 36,70 41,75 26,16
Xilano 16,14 19,80 37,50 - 40,50 -
Arabinano 7,22 9,80 2,14 1,70 0,20 -
Grupos acetil 0,97 0,80 0,30 2,20 1,05 -
Lenhina de 11,91 21,70 | 28,86 ; 13,11 -
Klason
Cinzas 4,29 1,10 1,69 1,60 3,93 8,68
Humidade 5,31 - 7,47 - 5,42 6,11

Como se pode observar pelo Quadro 3, ambas as biomassas selecionadas sao
relativamente concordantes com outros estudos realizados. De realgar que, das trés
biomassas, o caroc¢o do fruto de palmeira, é o que apresenta ao nivel da hemicelulose
um valor muito mais alto que o observado na literatura. O mesmo acontece com a
Lenhina Klason da Dreche cervejeira, onde os valores estdo um pouco distantes. Este
valor pode ser justificado, por exemplo, pela quantidade e tempo de moagem realizado
no processo industrial, uma vez que esta dreche séo residuos das industrias cervejeiras.

Ja as borras de café estdo bastante concordantes com outros estudos realizados.
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Quadro 4 Caracterizacdo quimica do Miscanthus.

Estudo Referéncias
Componentes atual
(118) (119) (120) (121)
Celulose (como 44,52 42,00 40,70 38,00 42,80
Glucano)
Hemicelulose 27,16 25,00 24,60 16,00 25,00
Xilano 20,75 - 19,10 14,90 22,00
Arabinano 4,19 - 2,50 1,10 -
Grupos acetil 2,22 - 3,00 - 3,00
Lenhina de 23,39 26,00 24,50 20,80 18,30
Klason
Cinzas 1,82 - - 0,80 -
Humidade 7,22 - - - <10,00

Na literatura observa-se que a quantidade de polissacaridos presentes nas
amostras de Miscanthus ronda, recorrendo a uma média dos valores, aproximadamente
0s 63,53%. Ja neste estudo foi obtido um valor de 71,68%, que se encontra muito perto
dos outros estudos apresentados no Quadro 4, no entanto € sempre superior.

Como se pode verificar pelo quadro ilustrado acima, a celulose esta presente em
grande quantidade em relacdo aos outros constituintes da matéria organica, com um
valor médio, de aproximadamente 40,88%. Os resultados obtidos neste estudo foram
de 44,52%, que se encontra acima dos resultados da literatura, no entanto, o desvio que
este apresenta ndo é muito significante.

Em relacé@o a quantidade de hemicelulose, considerado pela maioria dos autores,
0 segundo composto com maior representacdo nos materiais lenhocelulésicos, tem-se
um valor médio de aproximadamente 22,65%. Neste estudo foi alcangado um valor de
27,56%, que, comparando individualmente com o0s outros estudos, € maior, mas
completamente aceitavel pois ndo existe grande discrepancia no valor. E possivel
também notar que existe uma grande propor¢ao entre 0S componentes presentes na
hemicelulose, sendo o xilano 0 componente que mais se notabiliza.

A lenhina também contribui, com grande enfase, para a constituicdo do material
lenhoceluldsico. Dos resultados apresentados no Quadro 4, o valor médio da lenhina
para os outros estudos €&, aproximadamente 22,40%, que comparado com este estudo,
o valor obtido de 23,39% se encaixa na perfei¢cdo, ndo havendo grande desvio do valor

reportado na literatura.
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Os estudos apresentados ndo tém muita informacao quanto ao teor de cinzas e
teor de humidade do Miscanthus, por isso ndo € possivel realizar grandes comparacdes.
Contudo, o teor de cinza obtido foi de 1,82% que € superior ao valor encontrado na
literatura de 0,80%, j& o teor de humidade obtido de 7,22%, esta concordante com o
Unico valor relativo a literatura que foi possivel encontrar, que indica que o teor devera

ser menor que 10,00%.

Quadro 5 Caracterizagdo quimica da Faia.

Estudo Referéncias
Componentes atual
(122) (123) (124)
Celulose (como 40,15 36,00 46,10 40,50
Glucano)
Hemicelulose 29,04 15,00 20,00 24,50
Xilano 21,79 - 15,50 19,40
Arabinano 3,60 - 0,30 0,40
Grupos acetil 3,65 - 4,20 4,70
Lenhina de
Klason 23,02 25,00 19,60 24,50
Cinzas 0,83 - 0,40 -
Humidade 7,15 8,60 - -

Na literatura observar-se que a quantidade de polissacaridos presentes nas
amostras de Faia ronda, recorrendo a uma média dos valores, aproximadamente os
60,70%. Ja neste estudo foi obtido um valor de 69,19% que se encontra muito perto dos
outros estudos apresentados no Quadro 5, contudo é sempre superior.

Como se pode verificar pelo quadro ilustrado acima, a celulose esta presente em
grande quantidade em relacdo aos outros constituintes da matéria organica, com um
valor médio, de aproximadamente 40,87%. Os resultados obtidos neste estudo foram
de 40,15%, que se encontra de acordo com os valores apresentados no quadro acima.

Em relagéo a quantidade de hemicelulose, considerado pela maioria dos autores,
0 segundo composto com maior representacdo nos materiais lenhoceluldsicos, tem-se
um valor médio de aproximadamente 19,83%. Neste estudo foi alcangado um valor de
29,04%, que, é bastante superior com os resultados obtidos noutros estudos, ainda
assim, € considerado um valor bastante aceitavel. E possivel também notar que existe
uma grande proporgdo entre os componentes presentes na hemicelulose, sendo o

xilano o componente que mais se notabiliza.
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A lenhina também contribui, com grande enfase, para a constituicdo do material
lenhocelulésico. Dos resultados apresentados no Quadro 5, o valor médio da lenhina
para os outros estudos é, aproximadamente 23,03%, que comparado com este estudo,
o valor obtido de 23,02% se encaixa na perfeicdo com 0s valores em comparacao na
literatura.

Os estudos apresentados ndo tém muita informac¢édo quanto ao teor de cinzas e
teor de humidade do Faia, por isso ndo € possivel realizar grandes comparacdes.
Contudo, o teor de cinza obtido foi de 0,83% que € superior ao valor encontrado na
literatura de 0,40%, j& o teor de humidade obtido de 7,15%, esta abaixo do valor relativo
a literatura que foi possivel encontrar de 8,60%, no entanto a diferenca verificada ndo é

téo discrepante.

4.2 Perfis de aguecimento e arrefecimento do reator de pré-

tratamento

Neste trabalho foram analisados os perfis de temperatura de duas culturas

energéticas selecionadas, o Miscanthus e a Faia. Estes perfis sdo muito uteis para
verificar a viabilidade e reprodutibilidade de cada ensaio. Apesar de ser possivel replicar
a performance dos tratamentos, cada perfil irA sempre variar, 0 que pode servir como
uma explicacdo comparativa caso surjam algumas anomalias ou erros no processo.
Para poder tirar conclusdes a cerca do diferente comportamento de ambas as culturas
foram impostas, em cada tratamento, diferentes condi¢cdes de reacdo. A temperatura, 0
tempo de reagdo e o catalisador foram as diferentes condigbes impostas em cada
ensaio.
O Miscanthus e a Faia foram sujeitos a tratamento por autohidrélise sobre condi¢cdes
isotérmicas, para uma temperatura isotérmica de 170°C e nao-isotérmicas, para
temperaturas finais de 140°C, 150°C, 160°C e 170°C e por acido diluido sobre condi¢des
isotérmicas, para uma temperatura isotérmica de 140°C e nao-isotérmicas, para
temperaturas finais de 90°C, 110°C e 140°C.

Na Figura 17 e 18, pode-se observar que os perfis registados tém um
comportamento similar, o que indica que sobre estas condi¢cdes o processo pode ser

considerado reprodutivel.
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A variacdo da temperatura e pressdo aumenta exponencialmente ao longo do
tempo, aproximadamente durante os primeiros 25 minutos de aquecimento. Durante o
aguecimento, a partir do momento em que € alcancada a temperatura de ebulicdo da
agua (100°C), nota-se uma reducdo do aumento exponencial da temperatura, até ser
atingida a temperatura desejada para cada ensaio. Contrariamente, a pressao, continua
a aumentar até ao momento em que estabiliza (condicéo isotérmica) ou reduz (condi¢cao
nao-isotérmica) na fase de arrefecimento.

Também se pode verificar que a energia necessaria para o0 sistema atingir as
referidas temperaturas alvo, tém um comportamento convergente com o esperado, uma
vez que com o0 aumento da temperatura tem-se, consequentemente, um aumento da
energia consumida pelo sistema. No momento da estabilizacdo do sistema, periodo
isotérmico, ainda existe aumento do consumo de energia, no entanto o consumo de
energia € muito menor do que na fase de aguecimento como seria de esperar, uma vez
gue a temperatura se mantem constante nesta fase do sistema.

Como foi analisada acima, as Figuras 17A e 18A, representam o perfil geral para
todos os ensaios realizados, no entanto para tornar possivel uma melhor andlise do
perfil de aquecimento de ambas as biomassas, comparando-as, apresenta-se a Figura
19 e 20, que focam a curva de aquecimento do Miscanthus e da Faia, nos primeiros 25
minutos de aquecimento.
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Figura 19 Perfil de aquecimento do tratamento por autohidrolise para Miscanthus e Faia. Miscanthus
(e); Faia (A).
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Miscanthus (e); Faia (A).

Pelas Figuras 19 e 20, regista-se um comportamento semelhante tanto para
autohidrdlise como para hidrélise acida diluida, no entanto uma maior temperatura de
aquecimento € observavel, para o0 mesmo registo de tempo, no que diz respeito ao
Miscanthus. Isto pode ser explicado devido ao Miscanthus ser tratado na forma de pellet,
e a diferenca observada pode dever-se ao tempo que o mesmo pellet demora até ser
guebrado, e assim estando menos disperso, a solugdo acaba por aquecer mais

depressa em relagdo ao tratamento com Faia, que € previamente moida.

4.3 Pré-tratamento de Miscanthus por hidrélise acida diluida

A composicdo da fase liquida resultante da hidrolise &cida do Miscanthus em
fungéo do fator de severidade modificado (MCS, ver apéndice), esta presente desde a
Figura 21 a Figura 23. Na Figura 21, os monossacaridos, na Figura 22 os acidos
alifaticos e na Figura 23 encontram-se 0s produtos resultantes da degradacdo dos

acucares.
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O hidrolisado resultante da separagcdo da mistura originada no tratamento foi
sujeito a uma caracterizacdo por HPLC, de forma a quantificar os componentes
presentes e assim determinar a condicdo mais rentavel, tendo em conta as condigfes
aplicadas em cada ensaio e o fator de severidade.

Realizando uma analise geral, pode-se constatar pelas trés figuras que para todos
estes compostos caracterizados, os valores de concentracdo mais elevados foram
obtidos para os fatores de severidade mais altos. Apesar das concentragdes atingirem
valores maximos em condicbes mais severas, esse mesmo mMaximo nao é
necessariamente atingido aquando de um fator de severidade maximo de 5,28. As
excecOes verificam-se para a arabinose e o acido acético, que atingem a maxima
concentragdo para uma severidade de 5,15, a xilose, que num fator de severidade de
4,97 atinge a concentracdo maxima e por fim o HMF para uma severidade de, 4,73.

Pela Figura 21, comprova-se que a xilose é o principal composto presente nos
hidrolisados, sendo o monossacarido que apresenta um maior aumento na
concentracdo. Esse aumento da concentragdo resulta da hidrélise de xilano da matéria-
prima atingindo, para uma severidade 4,97, uma concentra¢do de 24,93 g/L. Um estudo
anterior realizado com cana de acgucar (114), apresenta uma maior composi¢ao ao nivel
da xilose mas ainda assim os valores estdo bastante concordantes, ndo havendo grande
discrepancia.

A glucose é o segundo composto mais importante, mas encontra-se com
concentracdes semelhantes & arabinose. No entanto, a partir do fator de severidade de

4,97, a glucose atinge maiores valores de concentragdo, devido a recuperacdo que se
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comeca a verificar com o aumento de severidade, ao passo que quanto a arabinose
passa-se precisamente o oposto devido a uma maior solubilizacdo da mesma. Ao
contrario do que acontece com a xilose, estes dois monossacaridos nao sofrem, ainda
assim, grandes varia¢cdes na concentracdo com o aumento da severidade.

Na Figura 22, o aumento da concentracdo de acido acético resulta da hidrélise
dos grupos acetilo da matéria-prima atingindo, para uma severidade 5,15 uma
concentracdo maxima de 5,11 g/L. De salientar que o tanto o acido férmico como o acido
levulinico ndo foram identificados, o que indica que ndo houve uma degradacao
extensiva dos agucares nestes acidos.

Na Figura 23, para condicGes de maior severidade, € observavel um aumento da
concentracdo em Furfural, o que esta concordante com o decréscimo na concentracao
de xilose na Figura 21, isto € verificado, uma vez que a degradacgéo da xilose leva a
formacdo de furfural. Enquanto o aumento da concentragdo de &cido acético esta
relacionado com a hidrélise da hemicelulose da matéria-prima, o aumento de outros
inibidores, como o furfural, indicam a existéncia de rea¢gbes de degradacéo da xilose,
uma vez que a desidratacdo desta, conduz a formacéo de furfural que por sua vez pode
ser convertido em &cido formico. De uma forma semelhante, 0 mesmo acontece para a
degradacdo das hexoses em HMF e este em acido levulinico. Sendo que para estes
compostos de degradacdo, a concentracdo é sempre baixa, tal poderd indicar que a
glucose é pouco afetada pelas condigfes impostas no tratamento.

Os soélidos resultantes da hidrélise 4cida foram quimicamente caracterizados, de
modo a obter a sua composicao e comparar as alteragbes quimicas que ocorreram no
tratamento. Os resultados obtidos, sdo mostrados na Figura 24, e de forma a monitorar

a solubilizag&o do tratamento, o rendimento em solidos também esta representado.
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Figura 24 Composicao estrutural da biomassa residual obtida ap6s hidrélise acida de Miscanthus. Glucano
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A medida que a severidade aumenta o rendimento em solidos diminui. Desde o
fator de severidade mais baixo existe uma reducdo de cerca de 30% do rendimento, de
aproximadamente, 98% a 69%. Desde de um MCS= 2,12 até 4,73, tem-se uma reducéo
gradual deste rendimento, e quando se alcanca este valor, o rendimento permanece a
volta dos 69%.

Nas condigBes mais suaves, a solubilizacdo dos solidos que ocorreu foi muito
baixa, sendo o teor de polissacaridos e de lenhina semelhante ao da matéria-prima.

Dentro das hemiceluloses, o0 arabinano sendo o componente que existe em menor
quantidade foi o primeiro a ser hidrolisado, sendo solubilizado na totalidade para uma
condi¢éo de severidade de 3,82. Quanto a percentagem de xilano e dos grupos acetilo,
observa-se uma diminuicdo com o aumento da severidade do tratamento e com iSso um
aumento da solubilizacdo dos mesmos, atingindo praticamente 100% de solubilizagédo
para as condi¢cbes de tratamento mais severas, MCS=5,28, o que corresponde a um
teor destes componentes nos residuos soélidos processados de 0,79% e 0,08%,
respetivamente.

No caso do glucano, acontece precisamente o oposto do que acontece na
hemicelulose. Em todos 0s ensaios, existe uma grande recuperacao deste componente,
indicando que a solubilizagdo praticamente ndo ocorre. A medida que a severidade
aumenta, € notério pela Figura 24 que a percentagem de glucano aumenta no sélido
recuperado. Sendo que para uma condicdo menos severa tem-se um valor recuperado

de 45,85%, e para uma das condi¢cdes mais severas uma composi¢cdo no sélido de
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62,89%. Concluindo assim que a celulose ndo foi significativamente afetada pelo
tratamento efetuado.

Em todos os ensaios realizados, houve algumas variacbes em relacdo a
percentagem de lenhina Klason no residuo sélido. No entanto comprova-se, para
condicbes menos severas uma menor quantidade de lenhina, e para a condicdes mais
severas uma maior composi¢cdo no solido recuperado. Assim, é possivel afirmar que
nao existe um efeito significativo dos tratamentos hidrotérmicos, devido a baixa
solubilizacao verificada deste componente.

Uma vez que a autohidrélise ndo afeta, a celulose nem a lenhina Klason, pode-se
afirmar que este método ndo € o mais apropriado para a sua recuperacao. Apesar disso,
devido a estes compostos permanecerem praticamente intactos com o tratamento, €

possivel valoriza-los recorrendo a outro tratamento, como seja a hidrolise enzimatica.

4.4 Pré-tratamento de Miscanthus por autohidrélise

A composic¢ao da fase liquida resultante da autohidrélise do Miscanthus em funcéo
do fator de severidade (MCS), est& presente da Figura 25 a Figura 28.

Na Figura 25, apresenta-se o perfil oligossacéridos, na Figura 26, o perfil de
monossacaridos, na Figura 27 os grupos acetilo presentes na hemicelulose e na Figura

28 encontram-se os furanos, principais produtos resultantes da degradagdo dos

acucares.
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Figura 28 Composicéo do hidrolisado obtido por autohidrélise de Miscanthus. Furfural (¢); HMF (m).

O hidrolisado resultante da separagcdo da mistura originada no tratamento foi
sujeito a uma caracterizacdo por HPLC, de forma a quantificar os componentes
presentes e assim determinar a condicdo mais rentavel, tendo em conta as condigfes
aplicadas em cada ensaio e o fator de severidade.

Realizando uma analise geral, pode-se constatar pelas quatro figuras que para
todos estes compostos caracterizados, os valores de concentragdo mais elevados foram
obtidos para os fatores de severidade mais altos. Apesar das concentragfes atingirem
valores maximos em condicbes mais severas, esse mesmo maximo nao é
necessariamente atingido aquando de um fator de severidade maximo de 3,98, como
foi constatado também para o tratamento de hidrélise acida diluida.

Ao hidrolisar o xilano, obtém-se oligossacaridos que contém, xilose, arabinose e
acido acético, e no caso do glucano oligossacaridos que contém glucose, no entanto
com o aumento da severidade dos tratamentos, comeca-se a observar uma degradacao
por parte dos oligossacaridos (Figura 25). Os valores estdo concordantes, uma vez que
a degradacao do XOS, dara lugar ao aparecimento da xilose no hidrolisado, como se
pode concluir pela Figura 26. Pode-se também verificar que a degradacédo do AcOS,
dard lugar ao Acido acético (Figura 27), que assim gera um aumento da sua
concentracdo no hidrolisado. Estes valores de oligossacaridos encontram-se
superiores, e bastante concordantes em relacdo a outro trabalho realizado com Dreche
cervejeira (106).

Recorrendo a Figura 26, é possivel notar um aumento na concentracao total das

pentoses monoméricas. Destes compostos, a xilose, foi a que teve uma maior
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concentracdo no hidrolisado, 2,28 g/L sendo obtida aquando do méximo fator de
severidade registado, 3,98. Quando a curva da xilose atinge 0 seu maximo, a
concentracdo de produtos de degradacdo aumenta. Em relacdo ao componente
derivado da degradacao da xilose, o furfural, aumenta gradualmente a sua concentracao
com o aumento da severidade do tratamento, e atinge uma concentracdo maxima de
0,61 g/L para o tratamento mais severo (3,98), como se pode verificar pela Figura 28.
As curvas de ambas as Figuras estdo concordantes uma vez que, para valores mais
severos ha lugar para a degradacéo da xilose, que leva a formacao de furfural.

A glucose é o segundo composto mais importante, mas encontra-se com
concentracdes menores em comparacao a arabinose. Obtém-se para estas condicdes
de tratamento e para um fator de severidade maximo, os valores de concentracdo de
0,52 e 1,26 g/L, para a glucose e arabinose, respetivamente. O que permite concluir que
essas condi¢cdes ndo sdo suficientes para se atingir uma boa recuperacdo de glucose.
Ao contrario do que acontece com a xilose, estes dois monossacaridos nao sofrem,
grandes variacfes na concentragdo com o aumento da severidade. Em relacdo aos
produtos de degradacdo derivados do glucano, verifica-se uma baixa formacéao,
praticamente inexistente, de HMF, com um valor maximo de 0,03 g/L para a condi¢do
de tratamento mais severa.

A autohidrélise ndo necessita de catalisador para ser efetiva, uma vez que se
complementa por si prépria. Isto é possivel devido a este tipo de tratamento originar
componentes acidicos, derivados da degradagéo de grupos acetilo das hemiceluloses,
como o &cido acético. Com o aumento da severidade € verificado um aumento da
concentracdo destes compostos acidicos na Figura 27. Foi obtido um méximo de
concentracéo de 2,38 g/L, para o valor mais alto de severidade, de 3,98. Como ja foi
referido em cima, tanto o acido férmico como o acido levulinico ndo serédo quantificados,
no entanto ele esta presente no hidrolisado.

Enquanto o aumento da concentracdo de &cido acético esta relacionado com a
hidrélise da hemicelulose da matéria-prima, o aumento de outros inibidores, como o
furfural, indicam a existéncia de reacbes de degradacdo da xilose, uma vez que a
desidratacdo desta, conduz a formacao de furfural que por sua vez pode ser convertido
em acido férmico. De uma forma semelhante, 0 mesmo acontece para a degradacao
das hexoses em HMF e este em acido levulinico. Sendo que para estes compostos de
degradacao, a concentracdo é sempre baixa, tal podera indicar que a glucose é pouco
afetada pelas condi¢des impostas no tratamento.

De acordo com (120), um estudo realizado com Miscanthus, pode-se verificar

alguma concordancia nos resultados, como seria de esperar. As pequenas diferencas
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que se podem observar, explicam-se devido as condi¢des impostas na reagdo e o
volume do reator.

Comparando os dados obtidos nos graficos acima, com um outro trabalho de
autohidrolise realizado com palha de trigo (103), pode-se ver que neste estudo foram
obtidas concentracbes de hidrolisado relativamente superiores de um modo geral.
Apesar da biomassa utilizada e as condi¢des de reacdo serem diferentes, os valores
ndo sdo nada discrepantes, o que seria de esperar devido as diferencas em ambos os
tratamentos.

Os sdlidos resultantes da autohidrélise foram quimicamente caracterizados, de
modo a obter a sua composi¢cao e comparar as alteracdes quimicas que ocorreram no
tratamento. Os resultados obtidos, sdo mostrados na Figura 29, e de forma a monitorar

a solubilizag&o do tratamento, o rendimento em sélidos também esta representado.
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Figura 29 Composigao estrutural da biomassa residual obtida apds autohidroélise de Miscanthus. Glucano
(m); Xilano (¢); Arabinano (A ); Grupos Acetilo (+); Lenhina Klason (); Rendimento em sélidos (x).

A medida que a severidade aumenta o rendimento em solidos diminui. Desde o
fator de severidade mais baixo existe uma redugdo mais ou menos gradual no
rendimento até ser alcancado um valor de aproximadamente 80%, para o valor mais
severo apresentado, 5,28.

Realizando uma analise a hemicelulose, observa-se que praticamente néo foi
possivel quantificar a presenca de arabinano residual no soélido, sendo este, o
componente que existe em menor quantidade. Quanto a percentagem de xilano,
verifica-se que os dados registados apresentam um resultado muito satisfatorio, uma

vez que a composi¢do de xilano no solido diminui com o aumento da severidade do
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tratamento, como se verifica a partir do fator de severidade de 2,62. Nos grupos acetilo,
observa-se uma diminuicdo, como seria de esperar com o aumento da severidade do
tratamento e com isso um aumento da solubilizacdo dos mesmos.

No caso do glucano, os dados encontram-se concordantes com o esperado
também. E de notar que acontece precisamente o oposto do que acontece na
hemicelulose, se se restringir o grafico, por exemplo, a partir da severidade de 3,43
conclui-se que nao existe remocdo, apenas uma acumulagcéo de glucano. Em todos os
ensaios, existe uma grande recuperacdo deste componente, indicando que a
solubilizacdo praticamente ndo ocorre. Concluindo assim que a celulose nédo foi
significativamente afetada pelo tratamento efetuado.

Como j& foi referido em cima, o glucano tende a acumular, e 0 mesmo
comportamento seria de esperar em relagcdo percentagem de lenhina Klason, como é
verificado pela Figura 29, uma vez que esta segue o mesmo comportamento do glucano,

com tendéncia para se acumular no residuo sélido.

4.5 Pré-tratamento de Faia por hidroélise acida diluida

A composic¢éo da fase liquida resultante da hidrolise acida da Faia em funcéo do
fator de severidade (MCS), esta presente nas figuras seguintes.

O hidrolisado resultante da separagdo da mistura originada no tratamento foi
sujeito a uma caracterizacdo por HPLC, de forma a quantificar os componentes
presentes e assim determinar a condicdo mais rentavel, tendo em conta as condi¢cfes
aplicadas em cada ensaio e o fator de severidade.

Nas Figuras 30 a 32, apresentam-se 0s monossacaridos, acido acético e produtos

resultantes da degradacédo dos acucares (furanos).

60



27

24

21

18

15

12

Composi¢éo do hidrolisado (g/L)

2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5,0 5.5
MCS

Figura 30 Composigao do hidrolisado obtido por hidrélise acida da Faia. Glucose (m); Xilose (e); Arabinose
(A).
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Figura 31 Composicdo do hidrolisado obtido por hidrolise acida da Faia. Acido Acético (#); Acido Levulinico
(m); Acido Férmico (e).
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Figura 32 Composigéo do hidrolisado obtido por hidrdlise acida da Faia. Furfural (e); HMF (m).

Pela andlise da Figura 30, pode-se desde ja comprovar um comportamento muito
semelhante, ao nivel das composi¢cées dos acucares, com a Figura 31. No entanto
apenas se comegou a registar composicoes significativas a partir de uma severidade de
3,85. Observar-se que para a maioria dos agucares e dos compostos inibidores, os
valores de concentragdo mais elevados foram obtidos para os fatores de severidade
mais altos. Apesar do valor de concentragdo destes agucares e compostos inibidores
atingir o seu maximo, nestas condigcbes mais severas, esse mesmo maximo de
concentracdo dos compostos ndo € necessariamente atingido aquando de um fator de
severidade maximo de 5,28. A arabinose, o acido acético, a glucose e o furfural atingem
a maxima concentracdo para uma severidade de 5,16, ja a xilose e o HMF atingem a
concentragcdo maxima num MCS=4,99.

A xilose é o principal composto presente nos hidrolisados para a maioria dos
ensaios, sendo 0 monossacarido que apresenta um maior aumento na concentracao.
Esse aumento da concentracdo resulta da hidrolise de xilano da matéria-prima
atingindo, para uma severidade 4,99, uma concentracdo de 25,31 g/L.

A glucose é o segundo composto mais importante, mas encontra-se com
concentracdes semelhantes a arabinose. No entanto, a partir do fator de severidade
com valor de 4,99, a glucose atinge maiores valores de concentracao, devido a
recuperacao que se comeca a verificar com o aumento de severidade, ao passo que
guanto a arabinose passa-se precisamente 0 oposto devido a uma maior solubilizacdo
da mesma. Ao contrario do que acontece com a xilose, estes dois monossacaridos ndo

sofrem, ainda assim, grandes variagdes na concentragdo com o aumento da severidade.
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A partir de uma condigdo mais severa (4,97), € observavel um pequeno
decréscimo na concentracdo de xilose, e consequentemente uma maior concentracao
de furfural, isto é verificado, uma vez que a degradacédo da xilose leva a formacéo de
furfural. O aumento da concentracédo de acido acético resulta da hidrolise dos grupos
acetilo da matéria-prima atingindo, para uma severidade 5,16 uma concentracio
maxima de 8,94 g/L. Enquanto o aumento da concentracdo de acido acético esta
relacionado com a hidrélise da hemicelulose da matéria-prima, o aumento de outros
inibidores, como o furfural, indicam a existéncia de rea¢des de degradacéo da xilose,
uma vez que a desidratacdo desta, conduz a formacao de furfural que por sua vez pode
ser convertido em acido férmico. De forma semelhante, 0 mesmo acontece para a
degradacédo das hexoses em HMF e este em acido levulinico. Sendo que para estes
compostos de degradacdo, a concentracdo é sempre baixa, tal poderd indicar que a
glucose é pouco afetada pelas condic6es impostas no tratamento.

Os solidos resultantes da hidrélise acida foram quimicamente caracterizados, de
modo a obter a sua composicao e comparar as alteracées quimicas que ocorreram no
tratamento. Os resultados obtidos, sdo mostrados na Figura 33, e de forma a monitorar

a solubilizag&o do tratamento, o rendimento em sélidos também esta representado.
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Figura 33 Composicao estrutural da biomassa residual obtida ap6s hidrélise acida de Faia. Glucano (m);
Xilano (*); Arabinano (A); Grupos Acetilo (+); Lenhina Klason (x); Rendimento em sdlidos (x).

A medida que a severidade aumenta o rendimento em sélidos diminui, como ja foi
visto para os pré-tratamentos anteriores. Aqui, tem-se um comportamento um pouco

diferente uma vez que nos valores menos severos o rendimento se mantem constante,
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na ordem dos 98%. Até ao momento que diminui e se fixa num rendimento que anda a
volta de 68%, desde a severidade de 4,73.

Nas condi¢cdes mais suaves, a solubilizacdo dos solidos que ocorreu foi muito
baixa, sendo o teor de polissacaridos e de lenhina semelhante ao da matéria-prima,
como se vé no Quadro 5.

Dentro das hemiceluloses, nao foi possivel quantificar a presenca de arabinano
residual no sélido sendo este, 0 componente que existe em menor quantidade. Quanto
a percentagem de xilano e dos grupos acetilo, observa-se uma diminuicdo com o
aumento da severidade do tratamento e com isso um aumento da solubilizacdo dos
mesmos, atingindo praticamente 100% de solubilizacdo para as condicdes de
tratamento mais severas, o que corresponde a um teor minimo destes componentes nos
residuos sélidos processados de 1,03% e 0,12%, respetivamente.

No caso do glucano, acontece precisamente o oposto do que acontece na
hemicelulose. Em todos 0s ensaios, existe uma grande recuperacao deste componente,
indicando que a solubilizagdo praticamente ndo ocorre. a medida que a severidade
aumenta, € notério pela Figura 33 que a percentagem de glucano aumenta no sélido
recuperado. Sendo que para uma condicdo menos severa tem-se um valor recuperado
de 44,74%, e para uma das condi¢cdes mais severas uma composi¢cdo no sélido de
58,34%. Concluindo assim que a celulose néo foi significativamente afetada pelo
tratamento efetuado.

Em todos os ensaios realizados, houve algumas variagbes em relagdo a
percentagem de lenhina Klason no residuo sélido. No entanto, para condicbes menos
severas tem-se uma menor quantidade de lenhina, e para a condi¢cbes mais severas
tem-se uma maior composi¢éo no solido recuperado. Assim, é possivel afirmar que néo
existe um efeito significativo dos tratamentos hidrotérmicos, devido a baixa solubilizacao

verificada deste componente.

4.6 Pré-tratamento de Faia por autohidrolise

A composic¢ao da fase liquida resultante da autohidrolise do Miscanthus em funcéo
do fator de severidade (MCS), esté presente da Figura 34 a Figura 37. A Figura 34,
apresenta o perfil de oligossacaridos, na Figura 35, apresenta-se o perfil de
monossacaridos, na Figura 36 os &cidos alifadticos e finalmente na Figura 37

apresentam-se 0s furanos.
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Figura 34 Composicéo do hidrolisado obtido por autohidrélise de Faia. GOS (m); XOS (¢); AOS (A); AcOS
(4).
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Figura 35 Composicdo do hidrolisado obtido por autohidrélise de Faia. Glucose (m); Xilose (¢); Arabinose

(A).
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Figura 36 Composicao do hidrolisado obtido por autohidrélise da Faia. Acido Acético (#); Acido férmico (e);
Acido levulinico (m).
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Figura 37 Composigéo do hidrolisado obtido por autohidrélise da Faia. Furfural (e); HMF (m).

O hidrolisado resultante da separacdo da mistura originada no tratamento foi
sujeito a uma caracterizagcdo por HPLC, de forma a quantificar os componentes
presentes, principalmente os oligossacéridos, e assim determinar a condicdo mais
rentavel, tendo em conta as condi¢cbes aplicadas em cada ensaio e o fator de
severidade.

Realizando uma analise geral, pode-se constatar pelas quatro figuras que para

todos estes compostos caracterizados, os valores de concentracao mais elevados foram
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obtidos para os fatores de severidade mais altos. Apesar das concentracdes atingirem
valores maximos em condicbes mais severas, esse mesmo maximo ndo €
necessariamente atingido aquando de um fator de severidade maximo de 3,98, como
foi constatado também para o tratamento de hidrélise acida diluida.

Ao hidrolisar o xilano, obtém-se oligossacaridos que contém, xilose, arabinose e
acido acético, e no caso do glucano oligossacaridos que contém glucose, no entanto
com o aumento da severidade dos tratamentos, comeca-se a observar uma degradacao
por parte dos oligossacaridos, como se pode verificar pela Figura 34. Os valores estao
concordantes, uma vez que a degradacdo do XOS, daréd lugar ao aparecimento da xilose
no hidrolisado, como se conclui pela Figura 35. Pode-se também verificar que a
degradacdo do AcOS, daréa lugar ao Acido acético (Figura 36), dados existir um aumento
da sua concentracdo no hidrolisado.

Recorrendo a Figura 35, é possivel notar um aumento na concentracao total das
pentoses monoméricas. Destes compostos, a xilose, foi a que teve uma maior
concentracdo no hidrolisado, 5,79 g/L sendo obtida aquando do maximo fator de
severidade registado, 3,96. Quando a curva da xilose atinge o seu maximo, a
concentracdo de produtos de degradacdo aumenta. Em relacdo ao componente
derivado da degradacao da xilose, o furfural, aumenta gradualmente a sua concentracao
com o aumento da severidade do tratamento, e atinge uma concentragdo maxima de
0,57 g/L para o tratamento mais severo (3,96), como se verifica pela Figura 37. As
curvas de ambas as Figuras estdo concordantes uma vez que, para valores mais
severos ha lugar para a degradagéo da xilose, que leva a formacao de furfural.

A glucose é o segundo composto mais importante, mas encontra-se com
concentragcdes menores em comparacao a arabinose. Obtém-se para estas condi¢cdes
de tratamento e para um fator de severidade méaximo, os valores de concentragdo de
0,84 e 1,53 g/L, para a glucose e arabinose, respetivamente. O que permite concluir que
essas condigbes ndo sdo suficientes para se atingir uma boa recuperacgao de glucose.
Ao contrario do que acontece com a xilose, estes dois monossacaridos nao sofrem,
grandes variagdes na concentragdo com o aumento da severidade. Em relagdo aos
produtos de degradacdo derivados do glucano, verifica-se uma baixa formacao,
praticamente inexistente, de HMF, com um valor maximo de 0,13 g/L para a condicao
de tratamento mais severa. Pode-se comprovar que os resultados obtidos para a
Glucose e Xilose, se encontram concordantes com um outro trabalho realizado com Faia
(125), apesar de algo superiores, mas a diferenca pode ser justificada pelo método e
pelas diferentes condicdes aplicadas.

A autohidrélise ndo necessita de catalisador para ser efetivo, uma vez que se

complementa por si propria. Isto € possivel devido a este tipo de tratamento originar
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componentes acidicos, derivados da degradacgédo de grupos acetilo das hemiceluloses,
como o &cido acético. Com o aumento da severidade € verificado um aumento da
concentracdo destes compostos acidicos na Figura 36. Foi obtido um méaximo de
concentracao de 2,83 g/L, para o valor mais alto de severidade, de 3,96.

Enquanto o aumento da concentracdo de 4cido acético esta relacionado com a
hidrélise da hemicelulose da matéria-prima, o aumento de outros inibidores, como o
furfural, indicam a existéncia de reacfes de degradacdo da xilose, uma vez que a
desidratacdo desta, conduz a formacao de furfural que por sua vez pode ser convertido
em acido férmico. De uma forma semelhante, 0 mesmo acontece para a degradacao
das hexoses em HMF e este em acido levulinico. Sendo que para estes compostos de
degradacéo, a concentracdo € sempre baixa, tal podera indicar que a glucose € pouco
afetada pelas condigbes impostas no tratamento. Quando se atinge uma certa
severidade nos tratamentos, consegue-se por sua vez a deformacdo dos compostos
que originam assim estes derivados que conseguem inibir e tornar o processo mais
acidico.

Os sdlidos resultantes da autohidrélise foram quimicamente caracterizados, de
modo a obter a sua composicao e comparar as alteragdes quimicas que ocorreram no
tratamento. Os resultados obtidos, sdo mostrados na Figura 38, e de forma a monitorar

a solubilizag&o do tratamento, o rendimento em sélidos também esta representado.
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Figura 38 Composicdo estrutural da biomassa residual obtida apos autohidrélise de Faia. Glucano (m);
Xilano (*); Arabinano (A); Grupos Acetilo (+); Lenhina Klason (x); Rendimento em soélidos (x).

A medida que a severidade aumenta o rendimento em sélidos diminui. Desde o

fator de severidade mais baixo, até ao valor mais severo que existe uma reducdo

68



gradual no rendimento. De registar que todos o0s pré-tratamentos, este € o que
apresenta um valor minimo de rendimento mais alto, de aproximadamente 74%.

Da Figura 38, verifica-se que dentro da hemicelulose, praticamente nao foi
possivel quantificar a presenca de arabinano residual no sélido sendo este, o
componente que existe em menor quantidade. Quanto a percentagem de xilano e dos
grupos acetilo, observa-se uma diminuicdo com o aumento da severidade do tratamento
€ com isso um aumento da solubilizacdo dos mesmos.

No caso do glucano, acontece precisamente o oposto do que acontece na
hemicelulose, onde nao existe remoc¢ao uma vez que este tende a acumular. Em todos
0S ensaios, existe uma grande recuperacdo deste componente, indicando que a
solubilizag&o praticamente ndo ocorre. A medida que a severidade aumenta, é notorio
pela Figura 38 que a percentagem de glucano aumenta no solido recuperado. Sendo
gue para uma condicdo menos severa tem-se um valor recuperado de 40,22%, e para
uma das condicdes mais severas tem-se uma composicdo no soélido de 54,73%.
Concluindo assim que a celulose ndo foi significativamente afetada pelo tratamento
efetuado.

Em todos os ensaios realizados, houve uma variacdo crescente em relacao a
percentagem de lenhina Klason, uma vez que esta segue 0 mesmo comportamento do
glucano, com tendéncia para se acumular no residuo sélido. Assim tem-se que, para
condigBes menos severas, menor quantidade de lenhina, e para condicdes mais severas

um maior contetdo de lenhina no sélido recuperado.

4.7 Comparacdo das digestibilidades enzimaticas entre os

diversos pré-tratamentos ensaiados

Como jé& foi referido anteriormente, a celulose, ndo foi efetivamente afetada pelos
tratamentos ja realizados, entéo foi necessario recorrer a uma hidrélise enzimatica. Com
todos os tratamentos que antecedem a hidrélise enzimatica realizados, foi possivel uma
boa recuperacéo e solubilizacdo de compostos hemicelulésicos e os seus derivados.

O efeito de diferentes pré-tratamentos na digestibilidade da celulose foi entdo
avaliado pelo método de hidrélise enzimatica da fragdo sdlida remanescente. Este
procedimento leva a producao de hidrolisados ricos em glucose, que pode ser usado

em VAarios processos, com 0 mais comum a ser a producao de etanol (126).
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Figura 39 Digestibilidade enzimatica da Faia tratada por Autohidrdlise. Glucano (m); Xilano (e).
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Figura 40 Digestibilidade enzimatica da Faia tratada por Hidrélise acida diluida. Glucano (m); Xilano (e).

Na Figura 39, tem-se representado a digestibilidade enzimatica obtida no sélido
pré-tratado por autohidrélise e na Figura 40 os valores de digestibilidade enzimatica
obtida no soélido pré-tratado por hidrélise acida.

De um modo geral, é possivel notar que a digestibilidade enzimatica do xilano foi
muito superior para o pré-tratamento com hidrdlise acida, uma vez que para o caso do
glucano os valores s&o bastante semelhantes para ambos os tratamentos,
apresentando uma variacdo na digestibilidade de 10% a 24%, aproximadamente. A

digestibilidade enzimatica da hidrélise acida para o glucano causa alguma surpresa por
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ndo haver uma grande variacdo nos resultados, sendo que se esperaria uma
digestibilidade muito superior a observada.

A digestibilidade enzimética do glucano varia de 10,29% (MCS=1,58) a 23,44%
(MCS=3,98), para autohidrolise e varia de 11,68% (MCS=2,25) a 23,66% (MCS=5,28)
na hidrélise 4cida. J4 a digestibilidade enzimatica do xilano varia de 7,67% (MCS=1,58)
a 27,77% (MCS=3,69), para autohidrélise e varia de 31,32% (MCS=2,25) a 72,83%
(MCS=5,28) na hidrélise 4cida.

Apesar das altas concentracfes de derivados da hemicelulose terem sido obtidos
nos tratamentos, é possivel observar no grafico apresentado na Figura 40, que pela
hidrélise enzimatica também é possivel remover uma grande quantidade de xilose, uma
vez que o tratamento foi mais severo. Pode-se notar ainda por esta figura que, para uma
severidade de 3,85, a digestibilidade enzimatica apresenta um valor que néo seria
expectavel, no que toca ao xilano. Este valor podia ter sido rejeitado, no entanto a sua
presenca no grafico indica que nem tudo corre como esperado durante um tratamento
experimental, ocorrendo erros.

Para ambas as curvas apresentadas, nota-se que o valor de digestibilidade mais
alto se aplica a um fator de severidade maximo, tornando-se assim bastante claro que
quanto maior for a severidade do tratamento maior serd a digestibilidade enziméatica
observada.

Pazitny et al, reportou no seu estudo o efeito da temperatura, pelo tratamento de
explosdo de vapor, na hidrolise enzimatica com Faia, valores obtidos de Glucose
superiores a 60% e de xilose inferiores a 20%, para um tempo de incubacdo de 72h
(75). Com a realizagdo de um pré-tratamento diferente que abrange maiores
temperaturas, pode-ses concluir que os valores sédo bastantes destintos dos observados
no presente estudo, sendo que essas diferencas nos tratamentos prévios a hidrolise

enzimatica, podem estar na origem destes valores tao distintos.
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Figura 41 Digestibilidade enzimatica do Miscanthus, tratado por Autohidrélise. Glucano (m); Xilano (e).
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Figura 42 Digestibilidade enzimatica do Miscanthus, tratado por Hidrélise acida diluida. Glucano (m); Xilano

(®).

Na Figura 41 representa-se a digestibilidade enzimética obtida no solido pré-
tratado por autohidrdlise e na Figura 42 os valores de digestibilidade enzimatica obtida
no solido pré-tratado por hidrélise acida.

De um modo geral, € possivel notar que a digestibilidade enzimatica do xilano foi
superior para ambos 0s pré-tratamentos.

Na Figura 41, tem-se um comportamento dos dados completamente diferente do

gue se tem observado, sendo que até aqui, todos os gréficos tendem a aumentar a
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digestibilidade enziméatica com o aumento da severidade. Neste grafico, o que se
observa é que a digestibilidade do Miscanthus apresenta um valor maximo, quer para a
xilose como para a glucose, e de seguida decresce para fatores mais severos, presume-
se gue este comportamento esteja relacionado com a formacgédo de “pseudo-lenhina”
que limita a acessibilidade a celulose por parte das enzimas hidroliticas (127).

Apesar das altas concentracfes de derivados da hemicelulose terem sido obtidos
nos tratamentos, é possivel observar no grafico apresentado na Figura 42, que pela
hidrélise enzimética também é possivel remover uma grande quantidade de xilose,
apresentando um comportamento que seria esperado, ou seja, sempre em crescendo a
medida que o tratamento é mais severo. No que diz respeito ao glucano, para uma
severidade de 4,98 e 5,28, os valores sdo bastante baixos, em relagdo ao que seria
esperado, 36,27% e 34,38%, respetivamente. Estes valores podem-se justificar por
erros experimentais durante o tratamento de hidrélise enzimatica.

Yoshida et al, realizou um estudo que consistia em dois testes separados com
Miscanthus, aplicando uma deslenhificacdo num deles, onde so a hidrélise enzimatica
foi aplicada. Foi obtido para o ensaio sem deslenhificacdo uma quantidade de glucose
méaxima de 36,1%, valor esse que se encontra de acordo com a maioria dos obtidos
neste estudo, em relacdo ao tratamento por autohidrélise. Com a deslenhificacéo, foi
possivel obter uma solubilizacdo de glucose de 96% (128). O que nos indicam, estes
valores, € que a lenhina presente, influencia bastante a sacarificacdo dos acgulcares
MONOMEricos.

Rivas et al, obteve alguns rendimentos em glucose entre 43 e 93%, onde uma das
variaveis que mais influenciavam os rendimentos era a razado LS utilizada para cada
ensaio (119).

Tendo em conta, estes trabalhos anteriores realizados com Miscanthus, conclui-
se que os valores do presente estudo, séo relativamente consistentes com 0s

observados nesses estudos.

4.8 Analise técnico-economica preliminar

7

O objetivo deste capitulo é comparar a performance economica dos dois
processos de pré-tratamento estudados, a hidrélise &cida diluida e a autohidrdlise, tendo
por base os dados estequiométricos encontrados para as biomassas estudadas.

Par tal, desenvolveram-se dois modelos da biorrefinaria utilizando o software
SuperPro Designer que permite a simulacdo dos dois processos e a sua analise

econdémica.
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Os modelos desenvolvidos foram baseados nos modelos propostos por Kumar et
al (129), tendo sido modificados para: 1) contemplarem a producdo de xaropes de
oligossacaridos e/ou de monossacaridos em detrimento da producéo de bioetanol, e 2)
contemplarem a producdo de uma corrente sélida, rica em de lenhina, que podera ser
valorizada para fins energéticos, por exemplo por pirélise ou gasificacdo, ou servir de
percursor para outros produtos industriais.

Os diagramas de blocos dos dois processos séo apresentados nas figuras 43 e

44. Os Flowsheets implementados no software, sdo apresentados nas figuras 45 e 46.

de Pentoses
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Biomassa —| s P e B s A e
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H,S0, T
. Hidroélise Separagédo Xarope
Enzimas Enzimatica Sélido/Liquido Concentragdo de Glucose
Lenhina
Técnica
Figura 43 Diagrama de blocos para a biorrefinaria baseada no processo de hidrdlise acida diluida.
de Oligossacéridos
HO
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Figura 44 Diagrama de blocos para a biorrefinaria baseada no processo de autohidrdlise.
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Os modelos foram simulados para as condi¢cdes 6timas obtidas nos diferentes
tratamentos, estando os parametros utilizados para os diversos modelos representados

no quadro seguinte.

Quadro 6 Rendimentos de oligossacaridos e monossacéridos obtidos para cada condigao 6tima
no tratamento da biomassa.

Matéria-prima Miscanthus Faia

Processo Hlfjrpllse Autohidrélise ngr_ollse Autohidrélise
acida acida

YXOS - 41,24 - 39,77
Pré-tratamento | YGlc 3,93 0.79 6,10 1,26
Y Xyl 64,63 3,87 60,26 4,82
Hidrolise YGlc 67,37 14,00 19,56 21,70
Enzimatica Y Xyl 76,62 33,43 62,43 22,77

Quanto aos parametros econémicos, foi assumido que o custo da matéria-prima
seria, no maximo de 70 €/Ton (base seca). Este valor é justificado pelo histérico dos
valores do prego da palha no mercado nacional?, que atingiu um minimo em 2016 (30
€/Ton) tendo subido sustentadamente desde ai, até atingir valores entre 60 e 70
euros/Ton. Valores superiores a este limite levariam a que as biorrefinarias preferissem
utilizar palhas como matéria-prima, pois estas apresentam caracteristicas, fisico-
guimicas e/ou logisticas mais vantajosas do que 0s materiais aqui propostos. Os pre¢os
de mercado para os diversos produtos estdo apresentados no Quadro 7, tendo sido

assumidos com base em dados na literatura (130).

Quadro 7 Pregos de mercado dos produtos propostos (€/Ton).

Hidrdlise 4cida diluida | Autohidrolise
X0S - 3600
Glucose 300
Pentoses (xilose) 140
Lenhina 45
Gesso 10 -

E de notar que estes precos séo relativos a produtos com grau de pureza elevado,
mas os modelos propostos ndo contemplam todos 0s processos necessarios para se
atingir essas especificacdes, pelo que os valores dos xaropes de glucose e xilose foram
ajustados a 75% do valor de referéncia e o xarope de XOS a 30%, porque a sua

purificagdo sera mais exigente.

2 http://sima.gpp.pt:8080/sima/default/. Acedido a 15/07/2021.

77


http://sima.gpp.pt:8080/sima/default/

Quadro 8 Resumo dos parametros econdmicos para os modelos estudados.

Miscanthus Faia
Hidroélise e Hidrélise -

acida diluida Autohidrolise acida diluida Autohidrolise
Investimento € 61 394 000 66 062 000 57 447 000 65 403 000
Custos €/ano 26580 000 | 26 193 000 25343000 | 25560 000
operacionais
Vendas €/ano 19 261 000 56 300 000 25 745 000 60 002 000
Margem Bruta % - 38.00 53,48 1,56 57,40
Retorno sobre o % -311 36,19 9,23 40,45
investimento
Payback anos N/A 2,76 10,83 2,47
VAL (at 7.0% € - 73313000 | 149 372 000 -10802 000 | 172 823 000
Interest)

Como se pode observar, o tipo de processo de pré-tratamento tem uma influencia
muito significativa sobre a economia da biorrefinaria, e muito superior a origem da
biomassa.

Os investimentos apresentam valores proximos entre si para todos os pares
processo/biomassa analisados, com a hidrdlise acida a apresentar valores ligeiramente
inferiores, o que se pode justificar pelo maior custo do reator de autohidrélise em
comparacgdo com a hidrdlise acida diluida. Essas diferencas séo ainda menores ao nivel
dos custos de operacdo, 0 que indica que os custos associados a utilizacdo de acido
sulfarico como catalisador e a necessidade de acerto de pH, sdo equivalentes aos
gastos com o excesso de energia necessaria para atingir as temperaturas mais altas da
autohidrdlise (170 °C) em comparacao com a hidrolise &cida (140 °C)

Como se pode observar, o processo de autohidrolise apresenta indicacdes que
podera vir a ser autossustentavel economicamente, mesmo que apenas se considere a
producdo de XOS, um produto de alto valor acrescentado, 0 que implica que a
autohidrélise apresenta vantagens econémicas muito significativas sobre a hidrolise
acida que apenas permite a producdo de xaropes de glucose e de pentoses (xilose)
como principais produtos da biomassa, mas que infelizmente apresentam um valor de
mercado muito baixo.

Mais, nos processos de autohidrdlise, o contributo da producdo de xaropes de
glucose para as vendas totais é tipicamente na ordem dos 25%, mas os custos de
operacdo s6 marginalmente sdo cobertos por essas vendas, 0 que se justifica pelo
elevado custo dos enzimas utilizados (dados ndo apresentados) e pelo baixo rendimento
do processo de hidrélise enzimatica (ver quadro 5).

Pese embora os dados fornecam boas indicacbes sobre o retorno sobre o
investimento, payback e VAL, principalmente para a autohidrélise, este modelo nao
pode ainda ser utilizado como ferramenta de apoio ao investimento, pois é apenas

baseado em dados experimentais obtidos a escala laboratorial.
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5 Conclusdes

As culturas energéticas apresentam vantagens muito significativas ao nivel
agricola, sendo ja uma alternativa a outras fontes para producdo de biocombustiveis
sélidos. No entanto ainda existem barreiras que limitam a producao de biocombustiveis
liquidos a partir destas biomassas, nomeadamente a baixa digestibilidade da fracdo
celulésica.

O Miscanthus é um material biol6gico com excelentes caracteristicas para
extracdo de componentes com alta capacidade valorativa. A sua compressao, na forma
de pellets, torna possivel um melhor transporte e armazenamento, bem como a Faia,
que é moida, de modo a facilitar o seu armazenamento.

Este estudo surgiu com o propésito de desenvolver processos que permitam a
desconstrucdo de biomassa e a separacdo dos biopolimeros principais como uma
oportunidade de obter produtos com potenciais efeitos pré-bioticos e que apresentam
maior valor acrescentado. O tratamento por autohidrolise e hidrélise acida foram os
processos estudados para remocao seletiva de hemicelulose, tendo-se realizado
ensaios sob uma gama alargada de varias severidades.

O processo de autohidrolise caracterizou-se por ser um tratamento de biomassa
altamente seletivo para a recuperacao da hemicelulose. Os seus agucares constituintes
sdo obtidos preferencialmente na forma de oligossacaridos que podem apresentar
potenciais atividades biolodgicas que os transformam assim, em produtos de valor
acrescentado.

A hidrdlise acida com é&cido acético apresenta vantagens ao nivel das condi¢cdes
de operacdo, mas a concentracdo e rendimento em oligossacéridos € praticamente
desprezavel. Os acUcares das hemiceluloses sdo essencialmente obtidos na forma
monomérica, que poderdo ser utilizados posteriormente para valorizacdo por via
fermentativa.

Tanto o Miscanthus, como a Faia possuem uma composi¢do favoravel para
obtencéo de hidrolisados ricos em pentoses, uma vez que o xilano representa mais de
75% da composi¢do das hemiceluloses, esta que € a fragdo mais suscetivel de ser
hidrolisada por um processo com &cido diluido.

Quanto aos perfis de temperatura em fungédo do tempo, pode-se concluir que 0s
perfis obtidos para as diferentes culturas tém um comportamento similar, o que indica
gue sobre estas condi¢cdes o processo pode ser considerado reprodutivel, apesar das
diferentes condi¢des impostas.

Os hidrolisado resultantes dos tratamentos foram sujeitos a uma caracterizacao

por HPLC, de forma a quantificar os componentes presentes, tendo em conta as
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condi¢Bes aplicadas em cada ensaio e o fator de severidade, no qual é de registar
algumas semelhancas na composicdo dos componentes das duas culturas
selecionadas. Os dados dos tratamentos por hidrélise acida diluida permitem identificar
um maximo de 24,93 g/L e 25,31 g/L de Xilose para Miscanthus e Faia, respetivamente.
Também é de notar que para condi¢cdes de maior severidade, é observavel um aumento
da concentracdo em Furfural, o que esta concordante com um pequeno decréscimo
observado na concentracdo de xilose. Isto é verificado, uma vez que se comeca a
degradar a xilose e a formar furfural, devido a uma grande severidade de tratamento. O
mesmo fenémeno € verificado para a Faia.

Os soélidos resultantes dos tratamentos foram quimicamente caracterizados
através de uma hidrolise acida quantitativa, de modo a obter a sua composicao e
comparar as alteragfes quimicas que ocorreram no tratamento. De notar que uma maior
solubilizacdo da xilose foi observada para os tratamentos por hidrolise acida, como ja
seria de esperar devido a uma maior severidade a que a biomassa foi sujeita. Foi
possivel alcancar uma solubilizacao do xilano de praticamente 100%, como 0 aumento
da severidade até MCS=5,28. De registar também que no caso do glucano, acontece
precisamente o oposto do que acontece na hemicelulose, onde néo existe remog¢do uma
vez que este tende a acumular. Em qualquer tratamento, existe uma grande
recuperacao deste componente, indicando que a solubilizagéo praticamente ndo ocorre.
Concluindo assim que a celulose nao foi significativamente afetada pelo tratamento
efetuado.

Em termos do rendimento em sélidos obtido nos tratamentos, para ambas as
matérias-primas, observa-se uma redugdo do rendimento, de aproximadamente 30%.
Com o aumento da severidade verifica-se uma diminuicdo gradual no rendimento, o que
era bastante espectavel devido a quantidade de monossacaridos que foi solubilizada
durante os tratamentos.

Ao hidrolisar o xilano, obtém-se oligossacaridos que contém, xilose, arabinose e
acido acético, e no caso do glucano oligossacaridos que contém glucose, no entanto
com o aumento da severidade dos tratamentos, comeca-se a observar uma degradacao
por parte dos oligossacaridos, tanto no Miscanthus como na Faia. Os valores obtidos
estdo concordantes, uma vez que a degradacdo do XOS, dara lugar ao aparecimento
da xilose no hidrolisado, verificando um aumento gradual da mesma. Pode-se também
verificar que a degradacdo do AcOS, dara lugar ao Acido acético, uma vez que existe
um aumenta da sua concentracao no hidrolisado.

Para a Faia, de um modo geral, é possivel notar que a digestibilidade enzimatica
do xilano foi muito superior para o pré-tratamento com hidrélise acida, uma vez que para

0 caso do glucano os valores sdo bastante semelhantes para ambos os tratamentos,
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apresentando uma variacdo na digestibilidade de 10% a 24%, aproximadamente. A
digestibilidade enzimatica da hidrélise acida para o glucano causa alguma surpresa por
ndo haver uma grande variacdo nos resultados, sendo que se esperaria uma
digestibilidade muito superior a observada, devido a uma maior severidade imposta nos
tratamentos.

A digestibilidade enzimatica obtida para o Miscanthus foi completamente diferente
da observada para a Faia. O comportamento da digestibilidade enzimética através da
autohidrolise apresenta resultados que ndo se estava a espera, uma vez que a
digestibilidade atinge um valor maximo, quer para a xilose como para a glucose, e de
seguida decresce para fatores mais severos. Pode-se concluir que estes resultados se
devem a uma formacgédo de pseudo-lenhina que limita a acessibilidade a celulose por
parte das enzimas hidroliticas. O tratamento por hidrélise enzimatica apresenta bons
resultados ao nivel da xilose, superiores a 75% de digestibilidade méaxima, sendo que a
digestibilidade apresenta um crescendo a medida que o tratamento se torna mais
severo. Ja ao nivel da glucose, também se obteve bons resultados a excecdo dos
valores para a severidade de 4,97 e 5,28, onde se justifica a baixa digestibilidade com
erros experimentais.

A andlise tecno-econdmica demonstra que ambos 0s processos devem continuara
a ser explorados e avaliados o se scale-up para futura implementacdo industrial,
principalmente se forem acoplados a uma instalacao que permita também a valorizacao
da fragdo celulésica e da lenhina. No entanto, a autohidrolise apresenta um potencial
mais significativo, dado ter maior rentabilidade devido ao maior pregco de mercado de
oligossacaridos. Infelizmente, estes produtos tém um mercado limitado em termos de

volume.
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7 Anexos

7.1 Calculo da severidade

7.1.1 Fator de severidade

O fator de severidade proposto por Overend e Chornet em 1987 (131), pode ser
calculado recorrendo a seguinte equacao:

t T-100
Ro=fexp( )dt
0 w

Onde,

T a temperatura da reacao (°C);

t o tempo de residéncia (min);

O termo 100 é a temperatura de referéncia (°C), temperatura abaixo do qual se
considera ndo ocorrer hidrélise;

w € um parametro empirico relacionado com a energia de ativacdo, e que
habitualmente se assume o valor de 14,75.

Como nos processos de hidrélise utilizados existe um periodo de aquecimento
(ndo-isotérmico), a equacao é modificada para ter em conta o impacto deste periodo:

T-100xt

th t, t T-100
R, = exp| ————— |dt+ | exp ( ) dt
0 14,75 t 14,75

Onde,
tn € 0 tempo de aquecimento;
t € o tempo isotérmico.
Considera-se que o efeito do periodo de arrefecimento, tipicamente muito curto

(menos de 5 minutos para atingir uma temperatura inferior a 100°C), é desprezavel

7.2 Fator de severidade combinado modificado (MCS)

Neste trabalho utilizou-se também o Fator de severidade combinado modificado
(MCS) por forma a englobar numa mesma variavel o impacto das variaveis tempo de
recdo, temperatura e concentracao de catalisador acido dos diversos pré-tratamentos
realizados. Este fator € dado pela soma do logaritmo do fator de severidade (log Ro)

com o logaritmo da concentracéo de acido utilizado (log [H2S04]), medido em mMolar.
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MCS = logR, + log [H,50,]

E de notar que este fator ndo contempla a utilizag&o do conceito de pH (pH = -log
[H*]), onde um valor menor representa uma maior concentracéo de ides H*3.
A utilizacdo do MCS torna evidente que a uma concentracdo do acido maior

corresponde uma severidade maior.

7.3 Calculo de parametros analiticos

7.3.1 Pré-tratamento

O rendimento em solidos (Ys), foi calculado de acordo com a seguinte equacao:

Peso de sdlido seco
Ys (%)= H x 100

Peso inicial da matéria prima x (1 - m)

A recuperagdo de glucano, xilano, arabinano, grupos acetilo, lenhina de Klason e
cinza, expressada como a percentagem que fica retida no residuo sélido apés o pré-

tratamento, foi calculada de acordo com as seguintes equacgoes:

Gno = Gn x YS
R™ Gnyp

X _ Xn x YS
"R Xowe

Arne = Arn x Yg
MR = ArnMp
Ace = Ac x YS
R™ Acyp

e KXY
R™ LKwe

3 A utilizacdo da medida em millimolar evita a utilizagdo de nimeros negativos quando
se aplica o logaritmo. Nao se considera a segunda dissociagdo do &cido sulfdrico dado
esta ter um pKa bastante alto (2.0) (pKa Vaules for Organic and Inorganic Bronsted
Acids at 250 Ca (umass.edu)
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Onde,

Gngr, Xng, Arng, Acr € LKr s80 a percentagem de glucano, xilano, arabinano,
grupos acetilo e lenhina de Klason que fica retida no residuo sélido apos pré-tratamento
(9/100g do respetivo componente inicial);

Gn, Xn, Arn, Ac e LK sdo a percentagem de glucano, xilano, arabinano, grupos
acetilo e lenhina de Klason no soélido pré-tratado (g/100g de matéria prima),
respetivamente;

Gnwe, Xnwe, Arnve, Acuwp € LKyp S80 a percentagem de glucano, xilano, arabinano,
grupos acetilo e lenhina de Klason na matéria prima (g/100g de matéria prima),
respetivamente;

Ys é o rendimento em sdlido pré-tratado (g de sélido recuperado/100g de matéria

prima).

7.3.2 Hidrdlise acida quantitativa
O teor de humidade (H) das amostras foi calculado de acordo com a seguinte
equacao:

H (%) = Peso da amostra humida (g) - Peso da amostra seca (g) % 100
o Peso da amostra humida (g)

O teor de cinza (C) das amostras foi calculado recorrendo a seguinte equacao:

Peso da cinza (g)

%) =
C (%) Peso da amostra seca (g)

x 100

As concentragbes de glucose, xilose, arabinose e &cido acético nos licores
resultantes da hidrélise acida quantitativa das matérias primas e dos sélidos pré-tratados
foram usados para calcular a percentagem de glucano, xilano, arabinano e grupos
acetilo, respetivamente. O residuo acido insolGvel, ap6s correcédo para quantidade de
cinza, foi quantificado como Lenhina de Klason (LK).

Durante a hidrélise &cida quantitativa, uma percentagem significante de
monossacaridos é degradada, sendo por isso incluidos os fatores de correcao (F) para

contabilizar essas perdas. As seguintes equacdes foram utilizadas:

100 162  Glcx Py
* 7025 ~ 180 H
Ax(1-150)

Gn=F
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100 132 Xil x Py

1025 150 H
Ax (1- )

Xn=F x

100 132 Ara x Py

1025 150 H
Ax (1- )

Am=F x

100 60  HAcxPg,

€= 7025 761 " H
Ax (1- )
RAI-C
LK= — "~ x100
Ax(1- 100)

Onde,

Gn, Xn, Arn, Ac and LK s&o as concentracbes de glucano, xilano, arabinano,
grupos acetilo, e lenhina de Klason (g/100 g de sélido seco), respetivamente;

Glc, Xil, Ara e HAc séo as concentracdes de glucose, xilose, arabinose e acido

acético no hidrolisado (g/L), respetivamente;

132

162 ~ ~ . s .
Os termos 180’ 150 sdo fatores de converséao estequiometricos dos mondmeros em

polissacéaridos (perda de uma molécula de agua);
60 . ~ o .. o
O termo s €0 fator de conversdo estequiométrico de acido acético a grupos

acetilo (perda de um protéo);

O termo 1025 corresponde a massa volumica do hidrolisado (g/L), uma solugéo
de 4% (m/m) de &cido sulfurico;

F € o fator de correcdo que contabiliza a degradacéo dos acUcares (1,04 para as
hexoses e 1,09 para pentoses);

Pso € A s80 as massas de solucdo e de amostra seca utilizada no ensaio,
respetivamente;

H representa o teor de humidade da amostra;

RAI e C sdo as massas de residuo acido insolivel e de cinza da amostra,
respetivamente.
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7.3.3 PoOs-hidrolise

As concentracfes de gluco-oligossacaridos (GOS), xilo-oligossacéaridos (XOS) e
arabino-oligossacéridos (AOS) nos licores foram calculados, apds tratamento de pdOs-

hidrélise, de acordo com as seguintes equacoes:

) 162
GOS = (GICPH x F x FD - Glcy) x W

. 132
XOS = (Xilgyy % F x FD - Xily) X 5

132
AOS = (Ara,, x F x FD - Aray) x 150

Onde,

Glcpn, Xilenw € Arapn S@0 a concentracdo de glucose, xilose e arabinose nos
hidrolisados da pés-hidrélise, em g/L;

Glcw, Xily e Aray s@o as percentagens de glucose, xilose e arabinose no
hidrolisado dos pré-tratamentos, em g/L;

FD é o fator de diluicdo associado a adicao de &cido sulfarico (72%) ao hidrolisado
da pés-hidrélise, em mL/mL;

F € o fator de correcdo que contabiliza a degradacgéo dos acucares (1,04 para as

hexoses e 1,09 para pentoses);

162 132 ~ . s 2
Os termos 180’ 150 sao fatores de converséao estequiometricos dos mondmeros em

polissacéaridos (perda de uma molécula de agua);

7.3.4 Hidroélise enzimatica

A digestibilidade do glucano e xilano, Gngig € Xndig, respetivamente, dos solidos
pré-tratados apOs realizar a hidrélise enzimatica foi calculada de acordo com as

seguintes equacdes:

x 100

) Glc
GnDig (%) = G

I max

XnDig (%) = x 100

Xilmax
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Onde,

Glc e Xil sdo as concentracdes de glucose e xilose no hidrolisado enzimatico
corrigido com as respetivas concentracdes de glucose e xilose na amostra e nos ensaios
enzimaticos brancos, em g/L.

Glcmax € Xilmax S80 as concentracfes maximas possiveis de glucose e xilose no
hidrolisado enzimatico, assumindo total conversdo dos polissacéaridos inicialmente
presentes na amostra, em g/L. Estas concentracbes maximas possiveis sdo entdo

calculadas de acordo com a seguinte equacao:

H 162
Sx(1'm)xanm
Glcmax = v
H 132
) _SX('I-m)xanm
Xilpax = v

Onde,
S é a massa de amostra do ensaio experimental;
H é o teor de humidade da amostra;
Gn e Xn séo as concentragdes de glucano e xilano da amostra;

V é o volume total do hidrolisado enzimatico;

162 132 . ~ L .
Os termos 80" 150 SA0 fatores de conversao estequiométricos dos monémeros em

polissacéaridos (perda de uma molécula de agua)

7.4 Caracterizacao microestrutural da madeira de faia
Adaptado de F.A. Costa Oliveira e M.A. Barreiros 2021. Caracterizagdo

microestrutural da madeira de faia. Relatério Interno. Unidade de Materiais para a
Energia, LNEG

Neste trabalho procedeu-se a caracterizacdo de madeira de faia (Fagus sylvatica
L.), por microscopia eletronica de varrimento, no intuito de avaliar o efeito do tratamento
térmico efetuado na sua microestrutura.

As amostras apresentam as caracteristicas tipicas de uma madeira rija,
nomeadamente vasos e fibras de celulose dispersas numa matriz constituida
maioritariamente por (hemi)celulose e lenhina. Ndo se observaram, diferengcas muito
significativas entre a biomassa tal qual e a biomassa tratada, embora seja patente que
a faia tratada é mais porosa em resultado da degradacdo da matriz causada pelo

tratamento a que foi sujeita. Observa-se também o aparecimento de microesferas no
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interior e na superficie de algumas das fibras observadas nas amostras biomassa
tratada, o que sugere que ocorreu a fusdo parcial de um dos constituintes presentes,

putativamente a lenhina

- Aci S Ay i =
'~ 5.0 L . : ‘e
KL ‘;l 4 P2 - | §

Aspeto dos vasos (“sap channels”) Microesferas no interior de fibras de
presentes na direcdo tangencial da amostras de faia tratada (Figura 13 do
amostra de faia (Figura 6 do original) original).
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