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RESUMO

A BBRI ¢ a tinica Infraestrutura Nacional de Investigagdo em Biomassa ¢ Bioenergia, que integra o Roteiro Nacional

de Infraestruturas de Investigagdo de Interesse Estratégico em Portugal desde 2014, sendo distribuida por dois nés.
O no6 de Lisboa tem por base as infraestruturas laboratoriais e piloto existentes na Unidade de Bioenergia e
Biorrefinarias (UBB) do Laboratério Nacional de Energia e Geologia (LNEG) e o n6 de Braga, as infraestruturas
laboratoriais e tecnoldgicas do Centro de Engenharia Bioldgica (CEB) da Universidade do Minho (UM). As
atividades cientificas da BBRI estdo focadas nas tecnologias de conversdo de biomassa para obtencdo de
biocombustiveis avangados, produtos ndo-energéticos de base bioldgica e outros biomateriais, inseridas em seis sub-
plataformas de investigacdo (sub-RlIs). O trabalho da BBRI nestas 6 sub-Rls encontra-se complementarmente
organizado em atividades de formag@o, servicos e atividades de disseminagdo, visando a capacitacdo de novos
profissionais em bioenergia sustentavel e contribuindo para a exceléncia da investigacdo em Portugal no dominio da
Bioenergia e Bioeconomia.

PALAVRAS-CHAVE: Biomassa, Bioenergia, Biorrefinaria, Bioeconomia, Biocombustiveis, Infraestruturas
ABSTRACT

BBRI is the only National Infrastructure for Research in Biomass and Bioenergy, which is part of the National
Roadmap of Research Infrastructures of Strategic Interest in Portugal since 2014, being distributed by two nodes.
The Lisbon node is based on the laboratory and pilot infrastructures existing in the Bioenergy and Biorrefineries Unit
of National Laboratory of Energy and Geology and the Braga node the laboratory and technological infrastructures
of the Center of Biological Engineering of the University of Minho (UM). BBRI's scientific activities are focused on
biomass conversion technologies to obtain advanced biofuels, bio-based non-energy products and other biomaterials,
inserted in six research sub-platforms (sub-IRs). BBRI's work in these 6 sub-IRs is complementarily organized in
training activities, services and dissemination activities, aiming at the training of new professionals in sustainable
bioenergy and contributing to the excellence of research in Portugal in the fields of Bioenergy and Bioeconomy.
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INTRODUCAO

O combate as altera¢des climaticas requer uma abordagem integrada envolvendo, quer todos os setores econdmicos
geradores de bens e servicos quer os cidaddos e seus comportamentos societais. A bioenergia, a bioeconomia e no
geral, a aplicacdo dos conceitos da economia circular aos recursos utilizados na sua transformagdo em bens e
produtos, a par da eficiéncia energética, sdo fundamentais para o sucesso das politicas de descarbonizagao ¢ das metas
nacionais para 2030 (PNEC) e 2050 (RNC). A utiliza¢do de biomassa como a maior fonte renovavel do Planeta, para
a produg@o de biocombustiveis limpos, combustiveis alternativos, compostos quimicos renovaveis e biomateriais
surge como parte da solugdo, porém s6 agora comega a ser considerada em termos de politicas ptblicas.

E neste contexto que foi criada a BBRI como a tUnica Infraestrutura Nacional de Investigagio em Biomassa e
Bioenergia, que integra o Roteiro Nacional de Infraestruturas de Investigagdo de Interesse Estratégico desde 2014. A
BBRI ¢ uma infraestrutura distribuida por dois nds - Lisboa e Braga. O n6 de Lisboa tem por base as infraestruturas
laboratoriais e piloto existentes na Unidade de Bioenergia e Biorrefinarias (UBB) do Laboratdrio Nacional de Energia
e Geologia (LNEG) e o n6 de Braga, as infraestruturas laboratoriais e tecnoldgicas do Centro de Engenharia Biologica
(CEB) da Universidade do Minho (UM).

As atividades cientificas da BBRI estdo focadas nas tecnologias de conversdo de biomassa para obtencdo de
biocombustiveis avangados, produtos ndo-energéticos de base bioldgica e outros biomateriais, inseridas nas seguintes
sub-plataformas de investigagdo (sub-RIs): Agulcares (conversdo bioquimica da biomassa); Microalgas;
Termoquimica (conversdo quimica e termoquimica da biomassa); Ciéncias Analiticas para Biocombustiveis;
Sustentabilidade em Bioenergia e Biotecnologia molecular para Combustiveis Avancados (Fig. 1.).

BBRI - Biomass and Bioenergy Research Infrastructure

PLATAFORMAS de 12D na BBRI:

« BBERI-1 Plataforma Bioguimica paraaconversio de Blomassa

« BEAI-2 Microalgas para a Bloenergia e para a Bloeconormia

« BBRI-3 Plataforrma Ouimica e Termogquimica para a Conversdo de Blomassa
« BEAI-4 Cléncias Analiticas para Blocombustivets

+ BEBRI-5 Sustentabilidade para a Bloenergia

= BERI-6 Blotecnologla Molecular para Blocombustfvels Avancados

Fig. 1. Plataformas de 1&D da BBRI.

O trabalho da BBRI nestas 6 sub-RIs encontra-se complementarmente organizado em atividades de formagao,
servigos e atividades de disseminagdo, visando a capacitagdo de novos profissionais em bioenergia sustentavel e
contribuindo para a exceléncia da investigacdo em Portugal no dominio da Bioenergia e Bioeconomia, estando
perfeitamente alinhada com as principais cadeias de valor do Plano de Implementag¢do da Acdo #8-Bioenergia e
Combustiveis renovaveis para o Transporte Sustentavel, do SET-Plan Europeu e com a nova estratégia europeia em
Bioeconomia.

DESCRICAO DA INFRAESTRUTURA

BBRI 1. Plataforma dos acucares (conversao bioquimica)

A BBRI desenvolve tecnologias para a conversdo bioquimica da biomassa de origem lenhoceluldsica em
biocombustiveis avangados, incluindo biocombustiveis rodoviarios e de aviagdo do tipo drop-in (LNEG) e
desenvolve bioreatores inovadores para a integragdo de processos (UM), bem como ferramentas computacionais para
a engenharia metabolica e gestdo de dados experimentais. Aproveitando a estrutura de I&D existente no LNEG e
UM, a Plataforma dos agticares distribui-se pelos seguintes Laboratorios/Instalagdes: Desconstru¢do da Biomassa
(LNEG), Fabricas Celulares ¢ Enzimas (LNEG), Laboratdrio de Fermentagdo (UM), Laboratério de Biotecnologia
Molecular (UM), Laboratério de Sistemas Biologicos/Bioinformatica (UM) e Piloto e Downstream (LNEG).

Como objetivos especificos enumeram-se os seguintes: - Desenvolvimento de tecnologias inovadoras e disruptivas
para a desconstrucdo total da biomassa lenhocelulésica de forma eficiente em termos de custo e energia; - Construgdo
de fabricas celulares avangadas e robustas.

BBRI 2. Plataforma de microalgas

A BBRI 2 tem como prioridade o desenvolvimento de I&D aplicados em microalgas para a biocaptacdo de CO,, para
a colheita de biomassa microalgal e para a produgdo avancada de biocombustiveis e produtos de base bioldgica,
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aproveitando as instalagdes existentes do Laboratério de Microalgas (LNEG), Piloto e Downstream (LNEG) e
Laboratério de Fermentagdo (UM).

Como objetivos especificos enumeram-se: - Selecdo e caracterizagdo de fontes de gases de combustio industrial e
de residuos e efluentes adequados para o cultivo de microalgas para posterior depuracdo; - Projeto para tratamento
eficiente de efluentes varios utilizando microalgas, com simultanea producdo de biocombustiveis e bioprodutos; -
Desenvolvimento e selegdo de métodos eficientes de colheita de biomassa microalgal de baixo custo e baixo consumo
energético; - Desenvolvimento de tecnologias disruptivas para extragdo eficiente de bioprodutos a partir de biomassa
microalgal; - Implementagdo de projetos de biorefinarias baseados em microalgas para bioprodutos e
biocombustiveis, incluindo conversdes bioquimicas e/ou termoquimicas, com geragdo minima de residuos e amigos
do ambiente, bem como a sele¢@o das melhores condigdes operacionais; - Aquisi¢do de dados para estudos de analise
de Ciclo de Vida (Life-Cycle Assessment- LCA).

BBRI 3. Plataforma Termoquimica

A BBRI 3 tem como prioridade o desenvolvimento de I & D aplicados sobre a recuperagdo de energia de diferentes
tipos de residuos de forma a produzir biocombustiveis avangados utilizando tecnologias de conversao termoquimica.
Esta plataforma abriga o Laboratorio de Gasificagdo e de Pirolise no n6 LNEG.

Os objetivos especificos sdo: - Selegdo das melhores condigdes para o funcionamento de uma instalagdo de pir6lise
de leito fluidizado a escala piloto para processar biomassa e residuos para a produgido de biocombustiveis liquidos
e/ou produtos de base biologica; - Selegdo das melhores condigdes para a operacdo da instalagdo pressurizada para
tratamento hidrotérmico de biomassa humida e verde para a produgdo de biocombustiveis liquidos e/ou bioprodutos.

BBRI 4. Ciéncias Analiticas para Biocombustiveis

A prioridade é o fornecimento de suporte analitico para as cadeias de valor baseadas em biomassa quer através de
conversdes bioquimicas quer as termoquimicas estudadas nas plataformas BBRI 1, BBRI 2 ¢ BBRI 3. O Laboratorio
de Biocombustiveis e Biomassa (LBB) da UBB, integrado na rede de laboratodrios acreditados do LNEG ¢ atualmente
acreditado para combustiveis liquidos e s6lidos. Nas instalagdes no LNEG prestam-se servigos para empresas e outras
institui¢des do setor nomeadamente as pertencentes ao Sistema Cientifico e Tecnologico Nacional (SCTN) e para
suporte analitico de atividades de 1&D.

A lista de objetivos especificos inclui: - Prestagdo de servigos acreditados na analise de biomassa e biocombustivesis;
desenvolvimento e apoio de atividades de 1&D na analise de biomassa, materiais, biocombustiveis; formagdo em
metodologias analiticas para biomassa, biocombustiveis, biomateriais e bioprodutos.

BBRI 5. Sustentabilidade da Bioenergia

A prioridade da BBRI 5 é o desenvolvimento de modelos abrangentes de ciclo de vida para diferentes cadeias de
valor baseadas na biomassa, desenvolvendo, otimizando e avaliando diferentes biorefinarias, quer de base
bioenergética quer de base de bioprodutos. A avaliagdo do desempenho ambiental, energético e econdmico das
cadeias de valor de biocombustiveis e bioprodutos estudadas nas Plataformas BBRI 1, BBRI 2 ¢ BBRI 3 também
merece destaque.

Como objetivos especificos surgem: - Atividades de 1&D na avaliacdo da sustentabilidade dos processos em
biorrefinarias, incluindo o calculo das emissdes de gases de efeito estufa (GEE) na totalidade das cadeias de valor (de
acordo com a metodologia RED-II) e a avaliagdo das alteragcdes no uso do solo (para a sustentabilidade dos
biocombustiveis). Para biomassa solida e produtos de base biologica, a avaliagdo da sustentabilidade ¢ baseada nas
metodologias da JRC, conforme indicado no relatéorio COM(2010)11 da Comissdo e no SWD(2014)259: Realizagao
de estudos de avaliacdo tecno-econdmica, incluindo andlise de engenharia de valor para custos de capital e
operacionais (Capital Expenditure - CAPEX e Operational Expenditure - OPEX, respetivamente) de diferentes
biorrefinarias.

BBRI 6. Biotecnologia Molecular para Biocombustiveis Avancados

A plataforma BBRI 6 tem como prioridade a aplicagdo de ferramentas avancadas de biotecnologia molecular,
engenharia metabolica e fisioldgica, biologia sintética e bioinformatica para o desenvolvimento de estirpes industriais
robustas que atuem como fabricas celulares de bioenergia (e.g., bioetanol, combustiveis avangados drop-in para
aviagdo) e/ou produtos de base bioldgica de elevado valor (e.g., vitaminas ¢ fragrancias) bem como a integrago
desde o inicio deste trabalho molecular com a intensificagdo dos bioprocessos. A plataforma desenvolve a sua
atividade nas instalagbes do CEB (UM), nomeadamente no Laboratério de Biotecnologia Molecular
(https://www.ceb.uminho.pt/bfactory/Research/Lab?lab=5).

Como objetivos especificos da sua atividade de I&D enumeram-se: - Desenvolvimento de estirpes industriais de
Saccharomyces cerevisiae como plataformas para a produgdo de energia ¢ produtos de base biologica a partir de
biomassa; - Exploracdo e otimiza¢do de microrganismos nao-convencionais como forma de complementar o papel
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dos modelos industriais na produgdo dos compostos acima mencionados (e.g., fungo filamentoso Ashbya gossypii); -
Intensificacdo de estratégias de pré-tratamento de biomassa e hidrélise enzimatica seguindo uma abordagem integrada
dentro do conceito de biorrefinaria.

A Fig. 2 apresenta equipamento adquirido pela BBRI instalado nos seus dois nos.

ATIVIDADES DA INFRAESTRUTURA

Pré-tratamentos flexiveis para desconstrucdo de biomassa (plataforma BBRI 1)

As atividades da plataforma BBRI 1 foram dirigidas para a valorizagdo em cascada de biomassa lenhocelulosica e/ou
de microalgas. Entre os métodos de pré-tratamento testados incluem-se a hidrélise diluida, métodos hidrotérmicos,
liquidos i6nicos, CO; de alta pressdo, polidis ou acidos sélidos (Toscan et al. 2017). Os métodos propostos pretendem
aumentar o valor potencial de cada corrente no bioprocesso e reducdo da carga enzimatica na subsequente etapa de
sacarificacdo das fragdes solidas muito ricas em celulose para posterior conversdo em bioetanol, entre outros.
Adicionalmente foram testados processos semelhantes ao organosolv (Michelin et alt. 2018) com alcoois de cadeia
curta ou imidazole para produzir fragdes pré-tratadas adequadas, incluindo polissacaridos e lenhina para estudos
posteriores.

Processos quimicos para biocombustiveis e bioprodutos (BBRI 1)

As atividades desenvolvidas levaram a produgdo de diversos bioprodutos, os quais a médio ou longo prazo podem
ser considerados como potenciais biocombustiveis ou produtos de alto valor acrescentado. Neste contexto, varias
abordagens com liquidos idnicos ou sistemas CO>/H,O de alta pressdo foram utilizadas com vista a produgdo de
furfural num Gnico passo (Costa Lopes et alt. 2018). Outra via estudada foi a produgdo de oligossacaridos como
bioprodutos de valor acrescentado bem como a sua purificagdo e separagdo utilizando diferentes tecnologias de
membranas. Os estudos com fragdes de lenhina (Moniz et alt. 2018) também mereceram destaque, com especial
relevancia da obteng@o de uma mistura de monofenolicos com grande potencial como bioprodutos. Entre os produtos
quimicos derivados da lenhina mais frequentemente encontrados estava o seringaldeido. Os extratos ainda permitiram
encontrar outros produtos quimicos de valor acrescentado, nomeadamente a tricina, com grande potencial de
valorizagdo.

Fig. 2. (a) Biolector. (b) Cromatografo liquido de alta eficiéncia com espetrometro de massa (HPLC-MS). (c)
Homogeneizador de contacto para rotura celular. (d) FTIR. (¢) Cromatografo gasoso com espetrometro de massa
(GC-MS).
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Construcao de Plataformas Microbianas para Bioprocessamento Consolidado (BBRI 1)

No ambito das plataformas baseadas em Clostridium para fermentagdo escura e produgdo de biocombustiveis e
bioprodutos de valor acrescentado, varios bioresiduos e subprodutos organicos foram comparados em fermentacdes
descontinuas a escala de bancada com controle de pH para produgdo de H, e acido butirico (Moura et alt. 2017). Os
residuos da industria alimentar foram utilizados como substrato modelo para a producdo ndo estéril de H, ¢ uma
célula de combustivel foi integrada no processo de produgdo de eletricidade (Ortigueira et alt. 2019). Todas as
correntes de fermentagdo recuperaveis foram dirigidas para estudos de amplia¢do de escala e avaliagdo do impacto
do aquecimento global. Foram desenvolvidos também estudos de fermentagdo de syngas, que incluiram selecdo de
microrganismos acetogénicos para a sintese de acidos organicos C, e C4. Os perfis de fermentagao de CO, CO; e H,
foram caraterizados para adaptar a composi¢do de syngas mais adequada passivel de ser utilizada como substrato
microbiano. Finalmente foram obtidas as melhores solugdes de integragdo de plataformas de conversdo bioldgica e
termoquimicas a fim de produzir acido butirico para posterior esterificagdo enzimatica com 1-butanol para se obter
butirato de butilo.

Processos integrados de bioconversao (BBRI 1)

Pela aplicaco do principio de biorrefinaria, intensificaram-se os processos de bioconversao pela selecdo da melhor
estratégia para integrar etapas de pré-tratamento, hidrdlise enzimatica e fermentacdo microbiana, juntamente com
downstream processing para conversao de residuos lenhoceluldsicos em biocombustiveis e/ou bioprodutos (Marques
etalt. 2017). O LNEG e a UM té€m vindo a desenvolver tecnologias inovadoras e ambientalmente amigas para o pré-
tratamento, bem como para estimular as etapas subsequentes de bioconversdo, em especial a conversdo de
hemicelulose. No sentido de otimizar processos de sacarificacdo simultinea e co-fermentagdo (SSCF) desenvolveu-
se trabalho nas seguintes areas: 1) construgdo de novas estirpes industriais robustas de Saccharomyces cerevisiae
para co-fermentacdo de agucares Cs-Cg; 2) produgdo in situ de novas hemicelulases eficientes ¢ de baixo custo.
Aplicando essa estratégia, foi implementada a produgdo de etanol de segunda geragdo (2G), com a produgdo de 23
kg de etanol/100 kg de substratos de madeira com 86% de rendimento. Foi também utilizada a técnica avangada da
citometria de fluxo para avaliar o desempenho das leveduras quando desenvolvidas em hidrolisados de
lenhocelulodsicos, através da monitorizagdo da viabilidade celular. Esta informagao, obtida em tempo real, facilita a
otimizagdo ¢ o aumento de escala do processo (LNEG).

Biorrefinarias avancadas a base de microalgas para biocombustiveis ¢ bioprodutos (BBRI 2)

Através do trabalho desenvolvido no LNEG a microalga Scenedesmus removeu com sucesso o CO, de gases de
combustdo industrial e nutrientes de diferentes aguas residuais (exploracdes de avicultura, suinocultura e
bovinocultura, industria cervejeira, de laticinios e esgotos urbanos) com rendimentos de remogao de 95 a 100% para
0 azoto, 63-99% para o fosforo ¢ 48-70% para caréncia quimica de oxigénio (CQO) (Marchéo et alt. 2018; Ferreira
et alt. 2018, 2019). A produtividade da biomassa utilizando aguas residuais foi maior (exceto para o efluente de
avicultura) do que no meio sintético (Bristol), sendo o maior valor obtido em efluentes da industria cervejeira.
Também aqui se utilizou a citometria de fluxo para monitorizar o estado fisioldgico da microalga Scenedesmus
quando cultivada em efluente da industria cervejeira (Marchao et alt. 2018). O trabalho desenvolvido no no da
Universidade do Minho (Geada et alt. 2018) permitiu delinear estratégias para o processo de produgdo de microcistina
pela cianobactéria Microcystis aeruginosa (sistemas ¢ modo de cultivo, culturas mistas, condi¢des ambientais,
colheita, rotura celular e extragdo da microcistina e otimizag¢ao de metodologias de purificagdo) especialmente no que
se refere a reducdo de custos de operagdo (OPEX).

Conversao termoquimica de biomassa e residuos para producdo de biocombustiveis € outros produtos de base
bioldgica (BBRI 3)

Residuos ricos em biomassa e lenhina foram valorizados por gasificagdo para produzir syngas, o qual por sua vez foi
limpo, tratado e dirigido para upgrading por termocatalise para melhorar a sua qualidade e rendimento (Pinto et alt.
2017). A redugdo de contaminantes tais como tar, H»S e NH3 foi levada a cabo utilizando reatores de leito fixo em
dois andares, e calcario de baixo custo e catalisador a base de niquel. Deram-se reagdes de cracking, reforming e
water gas shift. O syngas apds upgrading apresentava maior percentagem em H» e CO, e menores teores em
hidrocarbonetos gasosos e em CO. Plasticos e pneus usados foram misturados com diferentes tipos de biomassa em
bruto ¢ tratada para reagdes de pir6lise (Pinto et alt. 2018). Foram testadas diferentes condi¢des experimentais para
producdo de bio-6leos de forma a melhorar a obtencdo de hidrocarbonetos liquidos. A autohidrolise de biomassa a
210°C e a hidrdlise acida produziram mais liquidos de pir6lise e conversdo total.

No ambito do BBRI foi adquirida uma peletizadora [Fig.3.(a)] da empresa italiana Smartwood SRL
(https://www.smartwoodsrl.com/en/) para produgdo de pellets a partir de biomassa, sendo testada no LNEG com
bagaco de azeitona (mais escuros) e carolo de milho (mais claros) [Fig.3.(b)].
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Fig. 3. (a) Peletizadora modelo PLT-100 — P002. (b) Pellets obtidos a partir do bagaco de azeitona e carolo de
milho.

Caracterizacdo de matérias-primas e biocombustiveis/bioprodutos (BBRI 4)

A atividade da plataforma BBRI 4 foi focada com sucesso no suporte analitico a caracterizacao fisico-quimica de
matérias-primas, biocombustiveis e produtos de base biologica (Dias et alt. 2020). Também foi dada especial atengao
as metodologias e protocolos de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), ao longo de dois passos principais:
1) preparag@o das amostras por corregao de pH, e ii) o teste de diversas condigdes de operagdo. A BBRI 4 iniciou o
desenvolvimento de uma metodologia de analise composicional de alto rendimento baseada na tecnologia de
Infravermelho Proximo (NIR) (Dias et alt. 2020; Mesquita et alt. 2017). A plataforma BBRI 4 focou-se em
Wavelength Dispersive X-ray Fluorescence (WD-XRF) para dete¢do de contaminantes inorganicos ¢ avaliagdo
qualitativa de metais em diferentes matérias-primas.

Sustentabilidade da Bioenergia (BBRI 5)

Um modelo de processo foi desenvolvido com o software SuperPro Designer para avaliagdo de uma biorrefinaria a
base de microalgas utilizando Synechocystis para fixar CO,, para producao direta de etanol utilizando design inovador
de fotobioreatores, sem a necessidade de unidades de hidrolise e fermentagdo, e sendo continuamente extraido por
meio de uma membrana de pervaporcao (Lopes et alt. 2019). Foi também simulada uma biorefinaria de pequena
escala alimentada por matérias-primas lenhoceluldsicas, integrada com uma plataforma de digestdo anaerobia
baseada em residuos suinicultura, utilizando o software de modelizagdo e de design de processo Aspen Plus (Lopes
et alt. 2019a). Foram considerados dois produtos: isobuteno e xilo-oligossacaridos (XOS). O modelo de processo
simulou a bioproducdo de isobuteno utilizando uma estirpe de Escherichia coli geneticamente modificada (GMO),
juntamente com a remocdo e purificacdo de XOS de alto valor acrescentado, obtido ap6s um pré-tratamento
hidrotérmico da matéria-prima.

Na avaliacao das altera¢des no uso do solo foi realizada a concegao, constru¢ao, desenho, validagdo e implementacao
de 3 bases de dados georreferenciados (mapeamento) de Portugal continental para avaliar areas/solos para
implementagdo de culturas energéticas, areas/solos/aguas para culturas de microalgas e espécies agricolas/silvicolas
cultivadas (incluindo seus residuos) com potencial energético para seu aproveitamento ambiental, social e
economicamente sustentavel para a producdo de biocombustiveis. O software ArcGIS foi utilizado como ferramenta
do Sistema de Informacdo Geografica (SIG), introduzindo os mapas existentes nos sites oficiais de instituigdes
portuguesas e de Instituigdes Europeias que apresentavam dados relativos ao tipo de solo, necessidades hidricas e
condi¢des edafoclimaticas em formato shapefile ou raster, para avaliar as areas para implantagdo da biomassa de
interesse. Apos a andlise e sele¢do dos dados de interesse em cada mapa no ArcGIS, ¢ apresentado o cruzamento de
todos os mapas, sugerindo areas adequadas e prevendo produgdes de biomassa para a implementagao de cada cultura
em Portugal Continental. Nas condi¢des do estudo, o cardo (72 kha, 1085 kt), paulownia (81 kha, 26 kt) e microalgas
(29 kha, 1616 kt) apresentaram a maior viabilidade de serem explorados como biomassa para energia em solos
degradados e marginais (Abreu et alt. 2020). E importante especificar que a nivel da sustentabilidade dos solos, as
culturas energéticas dedicadas apresentam um duplo propdsito, a producdo de biocombustiveis, eletricidade ou calor
e a recuperagdo de solos com baixo risco de ILUC (Indirect Land-use Change) como: os solos contaminados, onde
as culturas sdo capazes de solucionar e aliviar a polui¢do do solo derivada da presenca de agentes polimetalicos e
outros elementos toxicos; os terrenos marginais (por exemplo, solos salinos) onde é reduzido o risco de conflitos de
uso da terra devido a competicdo por alimentos e racdo, gerando receitas adicionais aos proprietarios de terras,
contribuindo positivamente para o crescimento econdmico, e por ultimo, nos solos pobres em matéria organica
(degradados) onde ¢é possivel o cultivo de espécies para sua posterior recuperacdo, podendo ser novamente utlizados
como areas adequadas para a instalagdo de culturas agricolas.
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Ferramentas computacionais para engenharia metabdlica (Biotecnologia Molecular BBRI 6).

Viérias ferramentas computacionais e varios algoritmos foram desenvolvidos e implementados tais como plugins para
merlin (www.merlin-sysbio.org) (Dias et alt. 2018), para acelerar a reconstru¢do de modelos, tais como SamPler,
Transport Systems Tracker (TranSyT), a restricdo de biomassa baseada na Otimizac¢do In Silico (BioISO)) e o
ProTReND- Base de dados de Rede Reguladora Transcricional Procariodtica (http://bit.ly/ProTReND DB). Um
estudante de mestrado reconstruiu a rede GSM de Lactobacillus rhamnosus no ambito desta infraestrutura. Foi
patenteado um novo método de producdo de n-butanol utilizando expressdo heterdloga de vias anaerdbias
(International Patent, WO/2019/185843, 2019).

Estirpes industriais modificadas de S. cerevisiae como plataformas para a producio de bioenergia e produtos de
base bioldgica a partir de biomassa (Biotecnologia Molecular BBRI 6).

As atividades desenvolvidas na plataforma levaram a construgdo de leveduras robustas para a produgdo sustentavel
de produtos de alto valor a partir de biomassa bem como a exploracdo de novas estratégias para intensificagdo do pré-
tratamento e hidrolise enzimatica de biomassa lenhocelulosica. Estirpes industrias de S. cerevisiae foram modificadas
de forma a avaliar qual de duas vias de assimilagdo de xilose é a mais eficiente tendo em conta a produgao de bioetanol
a partir de biomassa (Cunha et al., 2019). As vias em estudo foram as que consistem numa xilose isomerase (via XI)
e numa combinagdo de xilose redutase/xilitol desidrogenase (via XR/XDH). Até ao momento, estas vias tinham sido
usadas largamente em fermentagdes de S. cerevisiae para varios fins sem que nunca houvesse uma comparacio da
sua eficiéncia quando usadas separadamente ou em conjunto. Os resultados obtidos indicaram claramente que a via
XI ¢ benéfica para se atingir altas produtividades e rendimentos em etanol a partir de xilose, mas que na presenca de
inibidores derivados do pré-tratamento da biomassa a presenca das duas vias € vantajosa para a fermentacao.
Adicionalmente, com o objetivo de concentrar as capacidades hidroliticas ¢ fermentativas para bioprocessos
consolidados num Winico microrganismo, a engenharia de estirpes de S. cerevisiae foi feita através da expressdo de
enzimas hemiceluloliticas a superficie celular (“cell surface display”), criando um biocatalizador para o bioprocesso
consolidado (Cunha et al., 2020a). Esta estratégia permitiu a producao de bioetanol a partir de licor de hemiceluldsico
ndo-detoxificado derivado do pré-tratamento hidrotérmico de caro¢o de milho, ndo havendo necessidade de adi¢ao
catalisadores hidroliticos externos ao processo. Esta estratégia de produgdo de bioetanol provou ser mais eficiente do
que a sacarificacdo e fermentagdo simultinea com adi¢do de hemicelulases comerciais. Estas e outras estratégias
aplicadas em S. cerevisiae para a producdo de bioetanol a partir de biomassa lenhocelulésica foram recentemente
analisadas e discutidas (Cunha et al., 2020b).

Para além do bioetanol, também foi desenvolvida uma estratégia biotecnoldgica sustentavel de sacarificacdo e
fermentacdo simultanea para a produ¢do do adogante xilitol aplicando para o efeito uma estirpe modificada de S.
cerevisiae previamente construida na plataforma. O bioprocesso foi otimizado através de desenho experimental
utilizando diferentes cargas de substrato (carogo de milho pré-tratado) e concentragdo de enzima. No final, obteve-se
a concentragdo maxima de 47 g/L xilitol com 6,7 % de carogo de milho pré-tratado e 24 FPU/g de concentracdo de
enzima (Baptista et al., 2020). Com esta mesma estirpe, a plataforma desenvolveu um estudo com o objetivo de testar
o efeito de solugdes aquosas de solventes eutécticos profundos na hidrélise enzimatica de xilano e a subsequente
bioconversdo da xilose obtida em xilitol (Romani et al., 2020). A mistura estudada consistiu em Cloreto de colinio:
Ureia ([Ch] Cl: U) a 50 % e 20 % (% peso) usando diferentes racios molares. O maior rendimento de xilose (81,4 %)
foi obtido com ([Ch] CI: U) a um récio 1:1 e 20 % em agua. A produgao de xilitol foi depois otimizada num processo
de sacarificacdo ¢ fermentagdo simultinea, atingindo-se um rendimento de xilitol de 66,04 %. Adicionalmente, a
plataforma também tem vindo a estudar o potencial de novas matérias-primas para a producdo de biocombustiveis
avancados, nomeadamente biomassa marinha (algas) (del Rio et al., 2020).

Exploracdo do fungo filamentoso Ashbya gossypii para a producdo de biocombustiveis avancados e produtos de
base bioldgica a partir de substratos renovaveis (Biotecnologia Molecular BBRI 6).

Com um potencial de engenharia genética e metabdlica elevado devido ao nivel de homologia e sintenia do seu
genoma com o de S. cerevisiae, este fungo destaca-se pelas suas inatas capacidades de produzir vitaminas (e.g.,
riboflavina — vitamina B2) e outros compostos de valor acrescentado derivados de acidos gordos (e.g., acidos gordos
insaturados e lactonas). O potencial deste fungo para fins biotecnologicos tem vindo ser explorado ao longo da tltima
década. Um estudo recente demonstrou o potencial de varias estirpes modificadas deste fungo para a produgdo de
lipidos microbianos (“single cell oil”) a partir de substratos renovaveis ricos em xilose, sacarose e glicerol como
hidrolisados de caroco de milho, melaco de cana de acticar e crude glicerol proveniente da industria do biodiesel
(Diaz-Fernandez et al., 2019). Adicionalmente, as vias metabolicas para a biossintese de novo de lactonas, uma
importante classe de fragrancias com aplicacdo na industria cosmética, foram decifradas através de engenharia
metabdlica. As estirpes modificadas resultantes deste trabalho demostraram capacidade superior de biossintese de
lactonas a partir de agucares simples (Silva et al., 2019). A elucidagdo das vias centrais envolvidas na biossintese
desta classe de compostos abre o caminho a otimizacdo da sua producdo a partir de matérias-primas renovaveis, ja


http://www.merlin-sysbio.org/

,
'.’0. CIeS

XVII Congreso Ibérico y Xlll Congreso Iberoamericano de Energia Solar

que até a data, a sua producdo biotecnologica tinha sido apenas explorada através de processo de biotransformagéo
de acidos gordos hidroxilados. Com bases nestes dados, as mais recentes atividades desenvolvidas na plataforma tém-
se focado na exploragdo e desenvolvimento do fungo filamentoso 4. gossypii como uma fabrica celular para produgéo
de biocombustiveis avangados e compostos de valor acrescentado derivados do metabolismo lipidico (e.g., lactonas)
a partir de substratos presentes em matérias-primas renovaveis e residuos industriais (e.g., glicerol).

CONCLUSOES/COMENTARIOS FINAIS

A inclusdo da BBRI no Roteiro Nacional das Infraestruturas de Investigacdo de Interesse Estratégico permitiu apoiar
e estimular a atividade cientifica e tecnologica reconhecida internacionalmente, privilegiando a exceléncia, a
cooperagao e a internacionalizacdo, reforcando infraestruturas cientificas e de investigacdo baseadas no conhecimento
e na capacidade de prestacdo de servicos a comunidade nas areas da Biomassa, Biorrefinarias, Bioenergia e
Bioprodutos, designadamente de ambito social, cientifico, educacional, empresarial e industrial. O conjunto de
plataformas e recursos disponibilizados, geridos e partilhados pela BBRI (equipamento cientifico de grande porte,
instrumentos cientificos e recursos humanos altamente qualificados), bem como a prestagdo de servigos associados
estiveram em linha com o progresso das prioridades nacionais e do Plano Nacional de Reformas (PNR) e
internacionalmente com o Forum Estratégico Europeu para as Infraestruturas de Investigagdo (ESFRI). De salientar
o niumero de 156 publicagdes cientificas em dominios cientificos enquadraveis na RIS3 que foram obtidos no biénio
2017-2018 pela BBRI como indicadores de realizagdo. E nesta conjuntura criagio de conhecimento e a sua
disseminagdo que se deve ter a aspira¢do de alavancar a participa¢do de Portugal no proximo Programa-Quadro
Europeu de 1&I (Horizonte Europa) e outros programas financiadores relevantes na area.
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