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Resumo

Este trabalho teve como objectivo produzir bioetanol a partir de um residuo organico
proveniente da central de compostagem da LIPOR. A escolha do referido residuo surgiu
como possibilidade de valorizar este produto, caso fosse uma alternativa mais interessante
para o escoamento do mesmo.

O procedimento experimental envolveu distintas etapas, tais como, trituracdo da matéria-
prima, pré-tratamento, hidrélise enzimatica, fermentacdo dos acglcares e determinacdo da
conversao dos acglcares a etanol por fermentacao.

Para a optimizac&o do pré-tratamento, a amostra foi submetida a quatro tratamentos prévios
distintos: hidrélise &cida, hidrolise alcalina, organosolv e hidrotermdlise. A hidrotermélise foi
estudada sob duas condi¢cbes operatdrias de pressdo (16 bar e atmosférica). A partir da
analise dos resultados obtidos concluiu-se que a hidrdlise alcalina € o processo que resultou
numa maior capacidade de producdo de glucose (89,2%). As condi¢cBes utilizadas neste
processo foram 200 mL de uma solucéo hidréxido de sddio a 10% para 20 g de biomassa, a
presséo de 2 bar, a uma temperatura de 124 °C e um tempo de contacto de 6 minutos.

Para a optimizacdo da hidrélise, desenvolveu-se um planeamento factorial 22, ou seja, com
dois niveis e dois factores, realizando-se duas réplicas nos vértices e trés réplicas no centro,
com vista a optimizar as condigbes experimentais: temperatura e razdo volume de enzima/
guantidade de biomassa, que conduziram a maior concentragdo de acucares totais, e
consequentemente a maior producéo de etanol. Para isso realizaram-se no total 11 ensaios,
dos quais 8 correspondem a condi¢Bes nos vértices e 3 no centro. A andlise dos agucares
foi efectuada a partir de 3 técnicas analiticas: refractometria, espectrofotometria UV-Vis e
HPLC.

Pela analise dos resultados do planeamento, conclui-se que se enquadrou o 6ptimo. As
melhores condi¢cdes usadas foram respectivamente: temperatura = 65 °C e razdo volume de
enzima/quantidade de biomassa 5 mL/100 g. Estas condi¢cfes foram usadas na optimizacao
das etapas posteriores (fermentacao e destilacao).

Relativamente a eficiéncia média da hidrolise, o valor obtido foi de 84,5%. Este encontra-se
préximo do valor teérico esperado (88%).

A eficiéncia média da fermentacao foi de 59,4%, sendo a massa média de etanol obtida de
1,9 g (obtido a partir de uma massa média de 7,39 g de celulose e hemicelulose), para um
maximo tedrico de 3,32 g. A justificacdo para este baixo valor de eficiéncia, podera dever-se

a inexisténcia de ar em quantidade suficiente ou a baixa actividade das leveduras.

Palavras-chave: Bioetanol, Biomassa, Destilagdo, Fermentacao, Hidrélise enzimatica, Pré-tratamento.
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Abstract

This work aimed to produce bioethanol from an organic waste from LIPOR composting
central. Such waste was chosen because of the possibility to value this product, if it were a
more interesting alternative for the flow of it.

The experimental procedure involved different steps, such as grinding of raw material, pre-
treatment, enzymatic hydrolysis, fermentation of sugars and determination of the conversion
of sugars to ethanol by fermentation.

For the pre-treatment optimization, samples were submitted to four different prior treatments:
acid or alkaline hydrolysis, organosolv and hidrothermolysis. Hidrothermolysis was studied
under two operating conditions of pressure (16 bar and atmospheric). Analyzing the results
lead to the conclusion that alkaline hydrolysis was the process that resulted in an increased
production of glucose (89.2%). The conditions used in this process were 200 mL of a sodium
hydroxide solution at 10% to 20 g of biomass, a pressure of 2 bar, a temperature of 124 °C
and a contact time of 6 minutes.

To optimize the hydrolysis, a factorial planning 2° was developed, with two levels and two
factors, by performing two replicates at the corners and three replicates in the center, in
order to optimize the experimental conditions: temperature and volume ratio of enzyme/
amount of biomass that would lead to higher concentration of total sugars, and consequently
higher production of ethanol. For that a total of 11 trials were run, 8 of which correspond to
conditions at the corners and 3 in the center. The analysis of sugars was carried out using 3
analytical techniques: refractometry, UV-Vis spectrophotometry and HPLC.

An analysis of the results of this experimental planning concluded that fits the optimal. The
best conditions used were respectively: temperature of 65 °C and volume ratio of enzyme/
amount of biomass 5 mL/100 g. These conditions were used in the later stages (fermentation
and distillation).

For the average efficiency of hydrolysis, the value obtained was 84.5%. This is close to the
expected theoretical value (88%).

The average efficiency of fermentation was 59.4%, and the average mass of ethanol
produced was 1.9 g (obtained from an average weight of 7.39 g of cellulose and
hemicellulose), for a theoretical maximum of 3.32 g. The justification for this low value of

efficiency may be due to absence of air in a sufficient amount or low activity of yeast.

Keyword: Bioethanol, Biomass, Distilation, Fermentation, Enzymatic hydrolysis, Pretreatment.
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1. Introducéo

A disponibilidade e o impacto ambiental da utilizacdo dos recursos energéticos irdo
desempenhar um papel critico na evolucdo das sociedades e do mundo. A maioria das
necessidades energéticas sdo actualmente satisfeitas usando reservas de combustiveis
fésseis, carvdo e gas natural mas, estes estdo a aproximar-se do esgotamento e a sua
utilizacdo continuada tem tido consequéncias nefastas no ambiente.

A acumulacao de dioxido de carbono e outros gases com efeito de estufa na atmosfera é
responsavel pelas alteracdes climaticas, prevendo-se que tenha consequéncias globais
desastrosas para a vida no planeta. As fontes de energia renovaveis podem contribuir para
reduzir a dependéncia das importacbes de petrleo e promover a seguranca do
abastecimento [1].

Na Unido Europeia, os transportes sdo responsaveis por quase um quarto das emissoes
totais de gases com efeito de estufa, pois quase toda a energia utilizada provém do petroleo.
Para reduzir a forte dependéncia das importagfes de petrdleo, a Unido Europeia tem vindo a
apostar na producdo de biocombustiveis, substitutos directos dos combustiveis fésseis nos
transportes e rapidamente integraveis nos sistemas de abastecimento de combustiveis [2].
Existem trés tipos de tecnologias de biocombustiveis — biodiesel, bioetanol e biogas —
usando cada um, diferentes tipos de biomassa como matéria-prima na sua producao.

O biodiesel e o bioetanol sdo biocombustiveis primarios e ambos tém sofrido um tremendo
desenvolvimento em termos de escala de producédo industrial e qualidade. A Figura 1.1

mostra a variacdo da producéao global do bioetanol e biodiesel entre os anos 2000 e 2007.
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Figura 1.1 — Variacdo da producéao global do bioetanol e biodiesel [1].

Através da analise da Figura 1.1, constata-se que a quantidade de biodiesel produzido tem
sido muito inferior a producdo de etanol, talvez devido a possibilidade e necessidade de
utilizacdo do bioetanol para outros fins que ndo exclusivamente o de combustivel, tendo o

biodiesel apenas a aplicagcdo como combustivel substituto do gasoéleo [1].
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1.1. Enquadramento da biomassa

A biomassa engloba toda a matéria viva presente na Terra. Esta deriva do crescimento de
plantas, incluindo algas, arvores e culturas.
A biomassa tem sido uma importante fonte de energia para a humanidade desde os tempos
mais remotos. Actualmente, ela contribui para cerca de 10-14% do abastecimento de
energia do mundo, podendo ser convertida em trés principais tipos de produtos:

= Energia térmica/eléctrica;

= Combustivel para o sector dos transportes;

» Matéria-prima para produtos quimicos.

Tradicionalmente, a biomassa foi utilizada através de combustdo directa. A queima da
biomassa produz poluentes, incluindo as poeiras e gases percursores de chuvas acidas,
como didxido de enxofre e Oxidos de nitrogénio, mas o didxido de enxofre produzido é 90%
menos do que aquele que é produzido pela queima de carvdo. As quantidades de poluicao
atmosférica produzidas séo insignificantes quando comparados com outras fontes de
poluicdo, ja que o CO, introduzido na atmosfera é absorvido através do crescimento de nova
biomassa. O uso da biomassa como fonte de energia é de interesse, devido aos seguintes
beneficios previstos [3]:
= A biomassa € renovavel, potencialmente sustentavel e uma fonte de energia
ambientalmente amigavel,
= Maior utilizacdo da biomassa implicaria uma diminuicdo da utilizacéo das reservas de
petréleo bruto;
= Os combustiveis provenientes de biomassa tém um teor de enxofre insignificante e,
portanto, ndo contribuem para as emissoes de didoxido de enxofre na chuva acida;
= A combustdo da biomassa produz menor quantidade de cinzas que a combustdo de
carvao, podendo as cinzas obtidas ser utilizadas como aditivo nos solos;
= A combustdo de residuos agricolas, florestais e solidos urbanos para produgédo de
energia € um modo de utilizacdo eficaz, reduzindo desta forma o problema
significativo de eliminag&o de residuos, em especial nas areas urbanas.
*» A biomassa é um recurso interno que nao esta sujeito a flutuages de pregos ou as

incertezas de fornecimento dos combustiveis importados.

1.1.1. Processos de conversao da biomassa em energi  a

Existem diferentes processos térmicos de conversdo de biomassa em energia. Das
diferentes técnicas destaca-se a gaseificacao e a pirolise.

A gaseificacdo € um processo que envolve a combustdo parcial de um residuo soélido, na
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presenca de menos ar do que o estequiometricamente necessério, gerando um combustivel
gasoso rico em CO, CH, e hidrocarbonetos saturados. O combustivel resultante pode ser
gueimado com ar em excesso, numa caldeira ou, turbina a gas originando energia
térmica/eléctrica. Relativamente ao processo de pirdlise, o residuo carbonaceo é
processado na auséncia total de oxigénio. Daqui resulta a formacdo de combustiveis
gasosos (CO, CO,, CH,), uma fraccao liquida (6leo, alcatrdo) e um sdlido residual.

A biomassa também pode ser convertida em energia por processos quimicos, de entre os
quais podemos destacar a transformacdo da biomassa oleaginosa em biodiesel por
transesterificacdo, a producdo de metanol ou ainda o tratamento hidrotérmico da biomassa
para producéo de diesel.

No que diz respeito a conversdo da biomassa em energia, ha ainda um conjunto de
processos biolégicos que permitem obter combustiveis importantes. De entre estes
processos destacam-se a digestdo anaeroébia e a fermentacgéo.

A digestado anaerdbia consiste na conversdo de um residuo sélido em CH; e CO, (que sdo
0s constituintes principais do biogas), na auséncia de oxigénio e na presenca de
associagfes simbidticas entre diferentes grupos de bactérias. O biogas é um combustivel
gue pode ser usado para a producao de energia térmica e eléctrica [1].

A fermentacdo consiste na conversdo de um agucar em alcool (etanol), com libertacao de
CO,. Usualmente estas reacg¢Oes sao realizadas por leveduras e o alcool produzido em

solucdo aquosa necessita de ser purificado e concentrado antes da sua utilizacéo.

1.1.2. Composto da Lipor

A LIPOR é a entidade responsavel pela gestdo dos residuos solidos urbanos (RSU) na
zona metropolitana do grande Porto. Esta empresa desenvolveu uma estratégia integrada
de valorizagédo, tratamento e eliminagédo dos RSU, denominada de via multipla, que inclui:
¢ O sistema de reciclagem multimaterial — Centro de triagem;
» A central de valorizagdo organica — Processo de compostagem para a producgéo de
correctivos organicos;
* O sistema de tratamento de residuos solidos urbanos (RSU) indiferenciados —
Central de valorizacdo energética com producédo de energia eléctrica.
A matéria-prima usada neste trabalho € um composto resultante de uma das fases do
processo de compostagem desta empresa. A escolha do referido material para a producéo
de bioetanol surgiu como possibilidade de valorizar este produto, caso fosse uma alternativa
mais viavel para o escoamento do mesmo [4]. O residuo que deu origem a este material foi
obtido na recolha selectiva de cantinas, restaurantes, jardins, sendo por isso um residuo em

gue se encontra um teor elevado de material lenho-celulésico.
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1.2. Organizacao estrutural dos residuos lenho-celu  lésicos

A dificuldade de converter aparas de madeira e outros materiais lenho-celuldésicos em
bioetanol deve-se as caracteristicas morfolégicas dos trés principais componentes da
parede celular de plantas superiores — celulose, hemicelulose e lenhina.

As estruturas microfibrilares da celulose encontram-se envoltas numa matriz composta por
hemicelulose e lenhina, cuja funcdo estrutural € a de agir como barreira natural a

degradacédo enzimatica ou microbiana [5].

1.2.1. Celulose

z

A celulose é um homopolimero de origem natural, de grau de polimerizacdo e peso
molecular muito elevados, formado por unidades de anidroglucopiranose (B-D-
glucopiranose) ligadas entre si por ligacdes glicosidicas do tipo p-1,4 formando uma cadeia
linear, conforme representado na Figura 1.2 [6]. Duas unidades adjacentes formam uma
ligacdo glicosidica através da eliminacdo de uma molécula de agua, que envolve 0s grupos

hidroxilo dos carbonos 1 e 4. Esta estrutura dissacaridica designa-se de celobiose [7].

OH OH OH OH
OH OH OH OH
HO 0 0, HO 0 0 HO OH
HO HO o HO HO 0
OH © OH 0 oH 0 oH o
OH OH OH OH
| n

celobiose

Figura 1.2 — Representacao da cadeia linear da celulose, formada por unidades consecutivas de

celobiose [5].

Este polimero assume uma disposicao linear devido: aos grupos hidroxilo no carbono
anomerico possuirem orientacao equatorial (B), a conformacdo do anel piranosidico assume
uma disposicdo em cadeia “C; e as cadeias adjacentes formam uma rede de ligacdes de
pontes de hidrogénio intra e intermoleculares que estabilizam o agregado [7].

A Figura 1.3 ilustra as ligacGes de pontes de hidrogénio que se estabelecem na celulose. A
celulose apresenta regides altamente ordenadas (regifes cristalinas), estabilizadas por
numerosas ligacbes de hidrogénio intra e intermoleculares e areas menos ordenadas ou
amorfas onde as cadeias apresentam uma orientacao aleatéria [8].

Alguns autores tém sugerido que a celulose amorfa, devido a sua maior area superficial, é
mais susceptivel & accdo enzimatica do que a forma ordenada ou cristalina [5].

Este polimero € insolavel na maioria dos solventes e tem uma baixa acessibilidade aos

acidos e a hidrolise enzimatica [6].
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Figura 1.3 — Esquema relativo as ligacdes de hidrogénio que se estabelecem na celulose [5].

1.2.2. Hemicelulose

A hemicelulose € um heteropolimero formado por uma variedade de unidades
monossacaridas, tais como pentoses (xilose, arabinose e ramnose), hexoses (glucose,
manose e galactose) e acidos urénicos (acido 4-O-metilglucorénico, D-glucoronico e &cido

D-galacturénico) [9], conforme apresentado na Figura 1.4 [5].
OH
HO 0
HO OH < ;
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Figura 1.4 — Representacao estrutural dos monossacaridos constituintes das hemiceluloses. B-D-
glucose (1), B-D-galactose (2), a-L-arabinose (3), B-D-xilose (4), B-D-manose (5), acido a-D-4-O-

metilglucorénico (6), L-ramnose (7) [5].

Na sua estrutura, a hemicelulose apresenta ramificacdes e cadeias laterais que interagem
facilmente com a celulose, conferindo estabilidade e flexibilidade ao agregado [10].
Comparada com a celulose, a hemicelulose apresenta maior susceptibilidade a hidrélise
acida. Esta reactividade é vulgarmente atribuida ao caracter relativamente amorfo deste
polissacarideo que apresenta grande polidispersidade e um grau de polimerizacdo (GP)

muito inferior ao da celulose, da ordem de 200 unidades [5].




Producéo de bioetanol a partir de um residuo orgénico proveniente da central de compostagem da LIPOR

As hemiceluloses encontram-se junto aos feixes de celulose a constituir as microfibrilas e
entre os polimeros de celulose amorfa. A semelhanca da celulose, as hemiceluloses
apresentam um grande numero de grupos hidroxilo na sua periferia, com 0s quais podem
estabelecer ligagBes intermoleculares, do tipo pontes de hidrogénio, com os polimeros

vizinhos [11].

1.2.3. Lenhina

Depois da celulose, a lenhina é um dos polimeros organicos mais abundantes e importantes
na natureza [5]. Este polimero esta presente na parede celular principal, conferindo um
suporte estrutural e agindo como barreira impermeabilizante & degradacdo enzimatica ou
microbiana da parede [10].

A lenhina pode ser definida como um material polifendlico amorfo, com estrutura
tridimensional baseada em trés precursores monoméricos: os &lcoois coniferilico, sinapilico

e p-cumarico (Figura 1.5) [12].

OH JH JOH
T
o B e o
13 T T
| . CH
5 TR Mt T e
OH OH OH

alcool coniferilico alcool sinapilico alcool p-cumarico

Figura 1.5 — Estrutura dos alcoois precursores da lenhina [5].

Estes mondmeros sdo formados por um anel fendlico ligado a uma cadeia de trés atomos de
carbono, com um grupo hidroxilo (alcool) no carbono terminal desta Gltima. Estas estruturas
sdo chamadas de unidades fenilpropandlicas. O que os diferencia entre si € a auséncia de
substituicbes metoxilo no anel fendlico (alcool cumarilico), ou a presenca de um metoxilo
(&lcool coniferilico) ou dois metoxilos substituidos (&lcool sinapilico). Frequentemente, estes
mondémeros sdo mencionados fazendo alusdo apenas ao anel fendlico que os distingue,
pelas designacdes de hidroxifenilo (sem metoxilo), guaiacilo (um substituinte metoxilo), e
siringilo (dois grupos metoxilo). No entanto, estas Ultimas designacdes podem ser ainda
abreviadas, respectivamente pelas letras H, G e S [11].

Este polimero além da sua estrutura complexa, apresenta varios tipos de ligagées quimicas
estaveis do tipo C-C, aril-éter e diarilicas, sendo as mais abundantes as (3-O-4 e a-O-4, -5,

B-1, 5-5, B-B e B-O-5[13]. A Figura 1.6 mostra algumas das principais liga¢des quimicas que




Producéo de bioetanol a partir de um residuo organico proveniente da central de compostagem da LIPOR

foram identificadas nos mondmeros da lenhina, e estruturas diméricas associadas.

Os mondmeros fenilpropandlicos encontram-se ligados entre si por dois tipos de ligacdes:
éter, através do oxigénio do grupo hidroxilo do anel fendlico, e ligacdes directas carbono-
carbono (C-C). Grande parte das liga¢g@es identificadas nos monémeros da lenhina € do tipo
éter, nomeadamente a 3-O-4 e a a-O-4, que normalmente representam cerca de 50-65% de
todas as ligagBes inter-monoméricas. Este tipo de ligagbes permite uma estrutura mais
“aberta” a lenhina, enquanto as ligacdes C-C aproximam os monoémeros entre si, tornando a
lenhina mais condensada.

As unidades monoméricas do tipo H e G permitem um maior grau de condensacéo, isto é,
0s mondmeros aproximam-se mais facilmente entre si, dado que 0s volumosos grupos
metoxilo estdo ausentes, ou presentes apenas em um dos lados do anel fendlico. Nas
unidades S, como apresentam dois grupos metoxilo substituidos no anel fendlico, a

aproximacao entre os monémeros esta mais condicionada.




Producéo de bioetanol a partir de um residuo organico proveniente da central de compostagem da LIPOR

GHaOH
CH;0OH
OCH;
HOH,C OCH, HOH.C
8]
OH
HO OCH, OCH;

Ligaghes a-0-4", B-5' Ligagao g-0-4'

Estrutura benzofurano Estrutura aril-éter

{(fenilcoumarano)

CH,OH OCH;,
H,C CH,OH
OH
HiC HOH,G
Hy H CHzOH H,OH
OH
'OCH; H
CH:OH OH OCH;
Ligacdo 5-5 Ligacdes p-v, 6§ Ligacio p-p’
Estrutura condensada Estrutura isotaxiresinol Estrutura condensada
DCH;
H CHLOH
H3CO'
o
HoO cH,
H,CO OH
Ligacbes g-O0-1', B-B' 70§’ Ligacdo 1- p’
Estrutura pinoresinol Estrutura 1,2-diarilpropano
(diguaiacilpropano)

Figura 1.6 — Principais tipos de ligacdes quimicas presentes nos mondémeros de lenhina e estruturas
diméricas associadas [11].
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O grau de condensacédo da lenhina afecta muito a sua reactividade, nomeadamente quando
se deseja a degradacdo do polimero e a sua solubilizagdo, como é o caso do fabrico da
pasta para papel. Lenhinas muito condensadas sdo mais dificeis de despolimerizar. Em

consequéncia, as relagdes S/G elevadas sdo consideradas vantajosas para a producao de

pasta para papel [11].
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2. Producéo de bioetanol

O aumento do consumo de energia e a actual dependéncia do petréleo, com vista a
satisfazer as necessidades energéticas, apela ao desenvolvimento de novas fontes de
energia alternativas. O bioetanol € uma alternativa promissora para reduzir a dependéncia
do petréleo, podendo ser usado na substituicdo parcial da gasolina.

O Brasil e os Estados Unidos sdo os principais produtores e consumidores mundiais de
bioetanol estando a Europa, na sequéncia da Directiva EU 2003/30/CE, a iniciar a instalagéo
de vérias unidades industriais, prevendo-se, em 2008, uma capacidade instalada de 4,54
milhares de milh&o de litros anuais [14].

Actualmente, a producdo de bioetanol € feita a partir de milho, melago e cana-de-agucar, o
gue o transforma num biocombustivel de 12 geracao. Isto pode ndo ser uma opc¢ao viavel a
longo prazo, pois uma maior utilizagdo do milho para a producéo do etanol traduzir-se-4 num
aumento excessivo do seu preco, reflectindo-se negativamente nas industrias alimentares e
podendo resultar na reducédo das exportacdes de produtos de origem animal [15].

Em virtude de todas estas questdes, as matérias-primas lenho-celulésicas permitem
produzir biocombustivel de 22 geracao, pelo que tém vindo a ser investigadas como opcéao
para a producao de etanol. Esta biomassa inclui os residuos florestais, tais como a madeira;
residuos agricolas como bagaco de cana, palha de trigo e arroz; residuos industriais, como
a celulose e os desperdicios de papel processado e residuos sdlidos urbanos; culturas
energéticas como as gramineas constituem o maior potencial de matéria-prima na producédo
de combustivel etandlico [16].

Seguidamente apresenta-se ha Tabela 2.1 um resumo com os diferentes tipos de matérias-

primas, e 0s seus correspondentes potenciais de producédo de etanol.

Tabela 2.1 — Diferentes matérias-primas e comparacao dos seus potenciais de producédo de etanol,
adaptado de [1].

Matéria-prima Potencial de produgéo de bioetanol
(L/ton)

Cana-de-aglcar 70
Beterraba 110
Batata-doce 125
Batata 110
Mandioca 180
Milho 360
Arroz 430
Cevada 250
Trigo 340
Bagaco e outras biomassas de celulose 280
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Através da analise da tabela 2.1 verifica-se que, de entre as matérias-primas com maior
potencial de produgédo de etanol se encontra o arroz, milho e trigo (todos eles cereais

produzidos para fins alimentares), seguido do bagaco e outras biomassas celuldsicas.

O bioetanol apresenta como caracteristicas: um indice de octano maior (108) comparado
com o indice de octano da gasolina sem chumbo 98 ou 95 comercialmente produzida em
Portugal, elevado limite de inflamabilidade, elevada velocidade de chama e elevado calor de
vaporizacdo. Estas propriedades permitem uma maior taxa de compressao e menor tempo
de queima, o0 que conduz a vantagens em termos de eficiéncia tedrica, relativamente a
gasolina, num motor de combustao interna. O indice de octano é uma medida da qualidade
da gasolina para a prevencéao da igni¢ao precoce.

As limitacbes deste biocombustivel incluem a baixa densidade energética em relacdo a
gasolina (o poder calorifico do bioetanol é 66% do da gasolina), a corrosividade, baixa
luminosidade da chama, baixa pressdo de vapor (tornando o arranque a frio dificil), a
miscibilidade com a agua, a toxicidade para o0 ecossistema, o aumento das emissbes dos
gases de exaustdo de acetaldeido e 0 aumento da presséo de vapor quando misturado com
a gasolina [6].

A Tabela 2.2 resume algumas propriedades dos alcoois combustiveis.

Tabela 2.2 — Algumas propriedades dos alcoois combustiveis adaptado de [6].

Propriedades do combustivel Iso-Octano Metanol Etan ol
indice de octano 100 112 108
Temperatura de auto-ignigao (K) 530 737 606
Calor latente de vaporizacéo (MJ/Kg) 0,26 1,18 0,91
Poder calorifico inferior (MJ/Kg) 44.4 19,9 26,7

Desde os anos 80 que se tem difundido nos EUA e Brasil, 0 uso de gasolina misturada com
etanol, podendo existir misturas pobres em etanol (E10 — 10% etanol e 90% gasolina) e
misturas ricas em etanol (E85 — 85% etanol e 15% gasolina). A primeira mistura pode ser
usada em qualquer automaével posterior a 1970 sem qualquer alteracdo no motor, no entanto

a segunda mistura s6 podera ser usada em automaoveis adaptados [2].

2.1. Descricao do processo de producéo de bioetanol a partir de biomassa lenho-

celulésica

A biomassa lenho-celulésica € composta por celulose (20-50%), hemicelulose (20-35%),

compostos polifendlicos de lenhina (10-35%), e outros componentes.

12
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O processo biolégico de conversdo da matéria lenho-celulésica em etanol envolve as
seguintes etapas (Figura 2.1): (1) deslenhificacéo para libertar a celulose e a hemicelulose;
(2) despolimerizagdo dos polimeros de carbohidratos para produzir agucares livres; (3)

fermentacéo da mistura de aglcares, pentoses e hexoses, para produzir etanol [17].

Pré-tratamento

. . . Fermentacio i . .
Biomassa ——— > Monomeros de agicar ——— > Etanol, alcoois superiores,
(Lenhina, celulose, ~ Hidrolise acidos...
hemicelulose) .
Separacao/
Purificacio
Combustivel

Figura 2.1 — Processo geral da conversdo do material lenho-celulésico a etanol [9].

Como a lenhina é indigestivel pela accdo das enzimas, ndo pode ser convertida a etanol,
representando assim o maior residuo do processo [18], no entanto, presentemente a lenhina

pode também ser valorizada através da producdo de pastilhas para queima em caldeiras.

2.2. Pré-tratamento

A estrutura complexa e compacta dos materiais lenho-celulésicos torna necessaria
aplicacdo de pré-tratamentos, antes da realizacdo das etapas subsequentes para a
producdo do etanol. O pré-tratamento tem por objectivo promover a remocéo da lenhina e
da hemicelulose, reduzir a cristalinidade da celulose, incrementar a porosidade da
biomassa, de modo a tornar a celulose susceptivel a hidrélise [19]. A Figura 2.2 mostra

como esta etapa actua sobre os componentes da biomassa.

.-J---
-".-P-. A
fermee Ihlode Premeameem p . -
Hemicelhalasd
Liprib

Celluloss

Figura 2.2 — Efeito do pré-tratamento na lenhina e na hemicelulose [9].
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Um tratamento prévio deve cumprir 0s seguintes requisitos: melhorar a hidrélise enzimatica,
minimizar as perdas de carbohidratos e evitar a formagédo de subprodutos indesejaveis que
poderao inibir as etapas da hidrélise e fermentagéo [16].

Independentemente do processo de hidrélise utilizado (quer seja &cido ou enzimético), uma
etapa de pré-tratamento € imprescindivel. Existem varios métodos de pré-tratamento: fisicos
(trituracdo e moagem), fisico-quimicos (pré-tratamento com vapor/auto-hidrélise,
hidrotermdlise e oxidacdo hdamida), quimicos (alcalinos, acidos, por agentes oxidantes e
solventes organicos), biolégicos, eléctricos ou uma combinacao destes [9].

O pré-tratamento da biomassa celulésica consiste numa das etapas operacionais mais
relevantes em termos de custo directo, além de influenciar consideravelmente os custos das
etapas anteriores e subsequentes do processo. O seu desempenho deve ser avaliado em
funcdo da sua influéncia sobre o0s custos associados as etapas precedentes e
subsequentes, bem como sobre 0s custos operacionais, de matéria-prima e de capital e do

préprio pré-tratamento [20].

2.2.1. Pré-tratamento fisico

A aplicacdo de um pré-tratamento fisico ao material lenho-celuldésico consiste em triturar,
moer ou reduzir as dimensdes deste. O objectivo é reduzir a cristalinidade das fibras de
celulose na biomassa.

A reducdo do tamanho do material é necesséria para eliminar as limitacdes a transferéncia
de massa e calor durante as reac¢oes de hidrélise [21]. O tamanho dos materiais resultantes
€ tipicamente 10-30 mm apos estilhacamento e 0,2-2 mm apds moagem ou trituracao [19].

A maior desvantagem associada a este método relaciona-se com o elevado consumo

energético [22].

2.2.2. Pré-tratamento fisico-quimico

Os quatro tipos de pré-tratamentos fisico-quimicos discutidos na literatura séo a explosao a
vapor (steam explosion), a explosdo da fibra por amoénia (AFEX), explosdo por CO, e a
hidrotermalise.

Na exploséo a vapor, a dimenséo da biomassa é reduzida, quando esta é submetida a vapor
saturado de alta pressao durante um curto periodo de tempo seguida de uma queda subita
na presséao, provocada por uma descompressao [23]. As condi¢cdes tipicas sdo temperaturas
na gama dos 160-260 °C e pressoes entre 0,69-4,83 MPa [19].

Os factores que afectam este pré-tratamento sdo: o tempo de residéncia, a temperatura, o

tamanho da particula e a humidade da mesma.
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Este processo provoca a transformacdo de lenhina e a degradacdo da hemicelulose devido
as altas temperaturas, melhorando a hidrélise da celulose [16].

As vantagens inerentes a este método incluem o baixo uso de energia em comparagdo com
0S processos mecanicos. Os processos mecanicos convencionais requerem 70% mais de
energia comparativamente com a explosdo a vapor, para alcancar a mesma reducdo de
tamanho das particulas [9]. Contudo, apresenta como limitacdes a destruicdo de uma
fraccdo do xilano, incompleta disrupcdo da matriz lenhina-carbohidrato, e geracdo de
subprodutos inibitdrios que poderao ter impacto nas etapas a jusante do processo [24].

A explosédo da fibra por amoénia e a explosdo por CO, sdo processos similares a exploséo a
vapor. A biomassa é exposta a amaonia liquida ou ao dioxido de carbono a alta temperatura
e pressdo durante um curto periodo de tempo, seguida de um abaixamento subito da
pressao.

Contrariamente a explosdo a vapor, o processo AFEX ndo promove a solubilizacdo da
hemicelulose [25], mas requer a recuperacdo da amonia por razdes de custo e ambientais
[19]. A explosao por CO, ndo é tao eficaz como a explosdo a vapor e o AFEX [26].

No pré-tratamento por hidrotermdlise (Hot Water), também designada como solvélise néo-
catalitica ou aquasolv, a agua comprimida entra em contacto com a biomassa durante 1-15
minutos sob temperaturas entre 170 e 230 °C. Neste processo, 90% das hemiceluloses séo
recuperadas quando um &cido € empregue como catalisador; cerca de 40-60% da biomassa
total é dissolvida, a remocao da celulose varia entre 4-22% e, durante o pré-tratamento, uma
grande quantidade de lenhina pode ser removida (35-60%) [5]. Neste processo nédo existe
necessidade de reduzir o tamanho das particulas da biomassa, as quais tendem a romper
ao entrarem em contacto com a dgua durante o processo de “cocc¢do”.

Este processo apresenta desvantagens em comparagdo com o Steam Explosion: devem ser
utilizadas reduzidas cargas de sodlidos (1-8%), devido a formacdo de inibidores nos
hidrolisados produzidos ao utilizar-se concentracfes de solidos superiores a 10%; exige um
consumo de agua elevado, que produz hidrolisados muitos diluidos, gerando problemas nas

etapas subsequentes [19] [27].

2.2.3. Pré-tratamento quimico

O pré-tratamento quimico da matéria lenho-celulésica inclui o uso de ozono, &cidos, bases,

solventes organicos e peréxidos [16].

2.2.3.1. Ozondlise

A utilizagdo de ozono constitui uma forma eficaz de pré-tratamento na remocao de lenhina
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presente nos residuos lenho-celulésicos (palha de trigo, bagaco, amendoim, pinho, palha de
algodao), sem formacgéo de subprodutos téxicos [28]. No entanto este processo limita-se
essencialmente a degradacdo de lenhina. A hemicelulose € ligeiramente afectada, mas a
celulose nao.

A vantagem deste pré-tratamento € a possibilidade da sua realizacdo a temperatura
ambiente e a pressao normal [9]. No entanto, o uso de ozono em grande quantidade torna o

processo caro [19].

2.2.3.2. Hidrdlise alcalina

Algumas bases podem ser usadas no pré-tratamento do material lenho-celulésico e o efeito
deste pré-tratamento depende do teor de lenhina no material [19]. O principal efeito deste
processo consiste na remocéao da lenhina da biomassa, promovendo uma maior reactividade
da fibra. A base tende a causar um inchamento (swelling) da biomassa, de modo que a
cristalinidade da celulose decresce, enquanto ocorre um incremento da superficie especifica
de contacto e da porosidade da mesma [22].

Este processo utiliza condicbes moderadas de operacdo, em termos de pressdo e
temperatura, quando comparado com outras tecnologias. No entanto, é possivel realizar o
pré-tratamento alcalino nas condicbes ambientes embora o processo se torne mais lento, da
ordem de horas ou mesmo dias [9].

Contrariamente aos sistemas &cidos, uma limitacdo associada aos processos alcalinos
consiste na necessidade de recuperar a base, de modo a tornar 0 processo mais
economico.

Visto que os processos alcalinos promovem uma intensa deslenhificacdo da biomassa,
estes devem ser preferencialmente usados no pré-tratamento de materiais com reduzido
teor de lenhina (ex: residuos agro-industriais), com vista a minimizacdo da quantidade da
mesma, presente no hidrolisado.

Hidroxido de sdédio, célcio, potassio e aménio sdo alguns dos agentes alcalinos usados.
Destes quatro agentes, o hidroxido de sédio tem sido o mais usado. Contudo, o hidroxido de
célcio (lime) tem mostrado ser um agente eficaz e apresenta vantagens em termos de custo
de reagente, seguranca do processo e possibilidade de recuperar a base sob a forma de
carbonato de caélcio, mediante reac¢do com didxido de carbono produzido na etapa da
fermentagcdo alcodlica. O carbonato pode posteriormente ser convertido em hidroxido
através de técnicas convencionais estabelecidas na industria. A adicdo de oxigénio ou ar
(Wet Alkaline Oxidation) tende a promover uma reducéo da lenhina da ordem de 80%. Este
processo consiste no tratamento da biomassa com &agua e oxigénio a temperaturas

superiores a 120 °C. Uma variacdo do método consiste no uso de H,O, como oxidante (Wet
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Alkaline Peroxide Oxidation) com tempos de reaccdo de 2-8 horas e temperaturas na gama
30-70 °C. Geralmente, usa-se o carbonato de sodio, hidréxido de célcio (lime) ou de sédio
como agente de hidrélise e deslenhificagéo.

Os pré-tratamentos alcalinos oxidativos produzem polpas com elevada reactividade da fibra,
em virtude da acessibilidade da matriz celulésica as enzimas. Contudo, uma grande
guantidade de lenhina é oxidada e solubilizada durante estes processos, de modo que a
mesma nao pode ser utilizada como combustivel, comprometendo a eficiéncia energética do
sistema global. Adicionalmente, ocorre formacao de alguns compostos inibidores (ex: 4cidos
organicos e fendlicos) nos hidrolisados produzidos, comprometendo as etapas seguintes
[20].

2.2.3.3. Hidrolise acida

Os acidos concentrados como o cloridrico e o sulfirico tém sido usados para tratar o
material lenho-celuldsico [9], pois promovem a disrupcao das pontes de hidrogénio entre as
cadeias de celulose, convertendo-a para um total estado amorfo. Implicam normalmente o
uso de acido sulfarico a 60 a 90%, temperaturas e pressdes moderadas [17].

A principal vantagem do processo de pré-tratamento com acido concentrado € a elevada
eficiéncia de recuperacdo do acucar, a qual pode ser superior a 90% para ambos 0s
acucares (xilose e glucose).

Apesar de serem poderosos agentes de hidrdlise da celulose, tém como contrapartida
serem tOxicos, COrrosivos, perigosos e, portanto, exigem reactores que sejam resistentes a
corrosdo, 0 que torna o processo de pré-tratamento muito caro. Deste modo, 0 acido
concentrado deve ser recuperado apos a hidrolise de modo a tornar o processo
economicamente viavel.

Como alternativa, tem sido desenvolvida com sucesso a hidrélise com &cido diluido no pré-
tratamento da biomassa. Concentragfes de acido sulfurico geralmente abaixo de 4% tém
sido alvo de estudo, pois tornam o processo barato e eficaz [9].

Os processos que usam &cidos diluidos sdo conduzidos a pressdes e temperaturas
elevadas, respectivamente 15 a 75 psi e 120 a 200 °C, apresentando tempos de reac¢ao na
gama dos 30 minutos a 2 horas, em processos continuos [17].

Este método pode atingir elevadas taxas de reaccdo e melhorar significativamente a
hidrélise da celulose. A hemicelulose é removida quando o &cido € adicionado e isto
aumenta a digestibilidade da celulose no residuo sélido. A alta temperatura no tratamento
com &cido diluido é favoravel para a hidrélise da celulose [9].

O &cido diluido tem sido usado comercialmente para a producdo de furfural a partir de

materiais celuldsicos. O acido € misturado com a biomassa, para hidrolisar a hemicelulose a
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xilose e outros agucares, e posteriormente continuar a quebrar a xilose para formar furfural
[20]. As desvantagens inerentes a este processo relacionam-se com a formacgdo de
compostos toxicos tais como o furfural, hidroximetilfurfural, acido acético e acido formico,
que inibem a fermentacdo. A remoc¢ao destes componentes implica um aumento adicional

dos custos [17].

2.2.3.4. Organosolvacéo

Os processos de organosolvacdo tém atraido muita atencdo, como método promissor no
pré-tratamento do material lenho-celuldsico [9]. S&o originérios da industria da celulose. Este
método baseia-se no cozimento da biomassa com o solvente Organosolv, a pressao e
temperatura elevada, com posterior recuperacdo da celulose e da lenhina. O solvente
organico utilizado é removido e recuperado por evaporacao e destilacdo, sendo reciclado no
processo [29], com vista a reduzir os custos e também para minimizar a possibilidade de
inibir o crescimento dos microrganismos na hidrélise enzimética e na fermentagéo.

Neste processo, um composto organico ou uma mistura de solventes organicos aquosos
com &cidos catalisadores inorganicos (HCI ou H,SO,) € usado para quebrar as ligacbes
internas da lenhina e da hemicelulose, expondo a celulose a um ataque mais efectivo pelo
acido. Os solventes vulgarmente usados no processo sdo: o metanol, etanol, acetona,
etilenoglicol, trietilenoglicol, e alcool tetrahidrofurfurilico [9], embora o etanol seja 0 mais
usado devido ao seu baixo custo e a sua disponibilidade [29]. Acidos organicos tais como o
oxdalico, o acetilsalicilico e salicilico também podem ser usados como catalisadores [9].

As condicBes utilizadas no processo dependem da hatureza da matéria a ser processada,
mas, na generalidade, enquadram-se nas seguintes gamas: temperatura de cozimento entre
0s 180-195 °C, tempo de cozimento entre os 30-90 minutos, concentracdo em etanol 35-
70% em peso, e razdo liquido-soélido na proporcao 4:1 a 10:1 em peso. O pH do licor podera
variar entre os 2 e os 3,8 [9].

A Figura 2.3 ilustra o fluxograma de um processo de organosolvacéo.
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Bagago Etanol recuperado

Solvente
Organosolv

Operagoes de preparagdo do

bagago
— Destilagdo do solventee
l T~ recuperagao dolicor
Alimentagdodo bagagoao
reactor

Remogao da lenhina e

¢ ﬁtiil:ln catalisador
materiais em suspensdo do

Hidrolise Organosolv: licar
dissolugdo da lenhina, hidrélise Y
da hemicelulose e celulose Mosto de Usina Licor
l _N' hidrolitice Lenhina

Fermentagdo e Destilagio

Vool

Etanol Vinho

Arrefecimentoflashdolicor  —l
organosolv

Figura 2.3 — Processo organosolvacao. [29]

Através da andlise do diagrama, constata-se que a matéria-prima (bagaco) apos sofrer um
tratamento fisico € alimentada a um reactor no qual ocorre simultaneamente o pré-
tratamento e a hidrolise, por adicdo de um catalisador 4cido e do solvente Organosolv.
Daqui resulta a dissolucdo da lenhina e a hidrélise da celulose e hemicelulose.
Posteriormente, ocorre um resfriamento rapido do licor Organosolv, o que permite controlar
as reaccdes secundérias de decomposicdo das pentoses em furfural e das hexoses a 5-
hidroximetilfurfural. Seguidamente por destilagcdo, o etanol € separado no topo da coluna
retornando ao processo. Por sua vez, a lenhina precipita a medida que a fase orgéanica vai
diminuindo o seu teor em etanol, sendo recolhido no fundo da coluna um licor de hidrélise
com os acgucares e a lenhina. A matéria em suspensdo (predominantemente lenhina) é
removida do licor para néo interferir na fermentacéo.
Os aspectos a serem melhorados séo:
« Evitar a decomposicao ou reac¢ao quimica do solvente orgénico;
« Desenvolver um método de recuperacdo da fase organica e dos subprodutos com
baixo consumo energético e pequenas perdas de solvente;
« Evitar perdas fisicas do solvente, principalmente nos solventes de alta volatilidade,
ou perdas por arraste com o licor hidrolitico final.

Considerando que este tratamento é eficiente para a remoc¢do da lenhina, tornando a

celulose muito susceptivel a ataque posterior, 0 desenvolvimento deste processo deve ser
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direccionado para a procura de novos solventes, que permitam optimizar as condi¢cdes de

pré-tratamento, reduzindo as perdas e o consumo energético [29].

2.2.4. Pré-tratamento biolégico

A maioria das tecnologias de pré-tratamento requer equipamentos caros, e tem um elevado
consumo energético em funcdo do processo utilizado. Uma alternativa a estas tecnologias
foi 0 desenvolvimento dos processos bioldgicos.

O pré-tratamento biolégico envolve o uso de microrganismos que selectivamente degradam
a lenhina e a hemicelulose [16]. Fungos como “brown-rot”, “white-rot” e “soft-rot” sdo
exemplos de microrganismos usados para degradar a lenhina e a hemicelulose em
residuos. O “brown-rot” ataca principalmente a celulose, o “white-rot” e o “soft-rot” atacam a
lenhina e a celulose. A degradacdo da lenhina pelos fungos “white-rot” ocorre através da
accao de enzimas como as peroxidases e lacases. Estas enzimas sao reguladas por fontes
de carbono e azoto [9].

Estudos realizados mostraram que os fungos “white-rot” sdo 0s microrganismos mais
eficazes no pré-tratamento de materiais lenho-celuldsicos, tais como a madeira [30] ou a
palha de trigo [31].

A relacdo carbono/azoto € um parametro importante para o pré-tratamento da biomassa,
porque a degradacdo do material lenho-celulésico depende desta relacdo. Por cada
molécula de carbono degradada, é necesséria uma determinada percentagem de azoto
pelos microrganismos, e isto varia de acordo com os diferentes tipos de microflora. A
relacdo C/N é de 30:1 para os fungos em comparacdo com a razao 10:1 para as bactérias,
dai que os fungos sejam mais capazes de degradar qualquer material lenho-celulésico, pois
a sua dependéncia do azoto é comparativamente inferior.

O pré-tratamento biolégico em combinagdo com outras tecnologias de pré-tratamento tem
vindo a ser alvo de estudo. A vantagem do pré-tratamento biolégico € o uso de menor
intensidade energética quando comparado com 0s processos quimicos e fisico-quimicos;
para além disso requer condi¢cdes de reaccdo moderadas, é seguro e amigo do ambiente.
No entanto, o processo é muito mais lento, o que o torna pouco atractivo para uso comercial
[16].

De seguida, a Tabela 2.3 mostra o estudo realizado por alguns autores para diferentes pré-

tratamentos.
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Tabela 2.3 — Tabela referente as condi¢ges usadas e resultados obtidos para cada pré-tratamento,

segundo alguns autores.

Matéria-prima Pré-tratamento CondicBes 6ptimas Resu Itados Referéncia
) 90°C, 5 min.
Exploséo da fibra )
. o %60 Humidade amostra
Folhagens do milho por amonia, 98% Glucose [32]

(base seca)

“AFEX" N '
Amonia/massa biomassa=1:1
o 120°C .
. Hidrolise acido 77% Xilose
Folhagens de milho . 2% H,S0, [33]
diluido ) 8,4% Glucose
43 min.
Rebentos de Hidrdlise acido 180°C .
o . 75% acucares [34]
Oliveira diluido 1% H,SO,4
0,075g de Ca(OH)./g B
) Conversao de
. o ) biomassa seca _ 3 .
Folhagens de milho Hidrolise alcalina ) polissacarideos préximo [35]
5g de H,O/g biomassa seca
dos 100%.
4h, 120°C
Panicum virgatum . ) 0,1g NaOH/g biomassa .
i Hidrodlise alcalina ] . 90% de agUcares [36]
“Gramineas” Aquecimento por microondas
) . 75,12 % Total xilano
Hidrotermolise 1% H,SO,4

convertido em xilose

Colza de palha com adicéo de 20% Soélidos [37]
63,17% Total glucano

catalisador acido 10min, 180°C )
convertido em glucose

. . 0,1g Ca(OH)./g biomassa
Panicum virgatum

i Hidrélise alcalina seca 72% Etanol [38]
“Gramineas”
2h, 100°C
Panicum virgatum o 1,2% (m/m) 90% Converséo da
i Hidrolise acida ; [39]
“Gramineas” Temperatura=180°C celulose em acglcares

A Tabela 2.3 mostra o estudo realizado por alguns autores para diferentes pré-tratamentos.
Em cada estudo, analisou-se os resultados obtidos para cada processo resultantes da
aplicagéo de diferentes tipos de matéria-prima e das condi¢gbes Optimas.

De um modo geral, é perceptivel que o processo “AFEX”, usando como matéria-prima
folhagens de milho resultou num maior rendimento em glucose de 98 %. Contudo, este
processo implica, a recuperag¢éo da amonia por razdes de custos e ambientais.

Para o processo hidrélise &cido diluido, testou-se como recursos folhagens de milho,
rebentos de Oliveira e “Gramineas”. De comum, constata-se que as condi¢des usadas foram
mais agressivas, e como tal exigem materiais resistentes a corrosdo. O rendimento médio
deste processo foi de 80 %.

O rendimento médio do processo de hidrélise alcalina foi de 90 %, no entanto as condi¢bes

usadas apesar de serem menos agressivas, requerem tempos de contacto mais elevados.
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2.3. Conceito de enzima

As enzimas quimicamente sdo proteinas, contendo um centro activo, denominado de
apoenzima, e algumas vezes um grupo prostético, que pode ser organico (coenzima), ou um
ido metdlico activo. Ao conjunto (apoenzima e coenzima) € dada a designacdo de
haloenzima.

As proteinas sdo moléculas compostas por aminodacidos, unidos entre si por ligacbes
peptidicas. Os amino&cidos apresentam na sua composi¢cdo quimica um grupo carboxilico (-
COOH), um grupo amino (-NH;) e um grupo radical R, conforme pode visualizar-se na figura
2.4. Os aminoécidos sao diferenciados de acordo com o grupo R ligado ao carbono

assimétrico [40].

H

I
R— C—COCH

I
NH.

Figura 2.4 — Composi¢édo quimica de um aminoéacido [40].

2.3.1. Cinética enzimatica

Diferentes factores, tais como: concentracdo de substrato, pH, temperatura, podem afectar a
velocidade de uma reaccéo a catalisar. A analise quantitativa do efeito destes factores sobre

a actividade enzimética € designada por cinética enzimatica [40].

2.3.1.1. Influéncia da concentracdo de substrato

A concentracdo de substrato € um dos factores que afecta a velocidade de uma reaccéao,
catalisada por uma enzima. O estudo do efeito da concentracédo do substrato é dificil, devido
a variacdo da concentracdo deste factor ao longo da reaccdo como consequéncia da sua
conversao em produto. A Figura 2.5 mostra o efeito provocado pela concentracdo de
substrato na velocidade inicial de reaccao (V,), quando a concentracdo de enzima é mantida
constante.

Através da andlise da referida figura constata-se que, para baixas concentracdes de
substrato, [S], a velocidade inicial da reaccdo (Vo) aumenta quase linearmente com o
aumento da concentracdo de substrato. Por sua vez, para maiores concentragcbes de
substrato, V, aumenta por incrementos menores em resposta aos aumentos da
concentracdo de substrato. No entanto, ha um ponto acima do qual aumentos da [S] n&do

afectam a variacdo de V,. Este ponto é designado de velocidade maxima (Vmax)-
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Concentraciio de substrato [5] (M)

Figura 2.5 — Efeito da concentrag&o de substrato na velocidade inicial de uma reacc¢éo, catalisada por

via enzimética [41].

A constante de Michaelis-Menten, K, € equivalente a concentracdo de substrato para a qual
Vo, € igual a metade de V., € indica a afinidade de uma enzima para 0 seu substrato.

Quanto menor o valor de K, maior serd a afinidade da enzima para o substrato.

A partir do perfil cinético da Figura 2.5, Michaelis e Menten propuseram, em 1913, que a
enzima, E, numa fase inicial se combina com o substrato de modo rapido e reversivel,

formando o complexo enzima-substrato, ES, de acordo com a Equacéo 2.1.

k

E+S. ES [2.1]

Ky

Posteriormente, num passo mais lento, o complexo ES € separado e origina a enzima na

forma livre e o produto de reaccao, P, de acordo com a Equacao 2.2.
Ky
ES-E+P [2.2]

Em qualquer instante, a enzima pode existir sob duas formas: forma livre, E, ou ligada ao
substrato, ES. Para baixas concentragcdes de substrato, a maior parte da enzima encontra-
se na forma livre, E. Nestas condi¢des, a velocidade de reacgdo sera proporcional & [S], pois
segundo a equacgdo 2.1, a medida que a concentracdo de substrato aumentar, o equilibrio
seré deslocado na direcgéo de formacao de mais ES.

A velocidade inicial maxima de reacgdo (Vna) Sera atingida quando praticamente todas as
moléculas de enzima estiverem na forma do complexo ES, e entdo a concentracdo da

enzima livre, E, é insignificante. Neste caso, diz-se que a enzima esta “saturada” com o

substrato e a velocidade da reac¢do ndo aumenta mais com os aumentos da [S] [41].
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2.3.1.2. Influéncia do pH

Um parametro que tem influéncia na actividade das enzimas é o pH. Toda a enzima como
proteina tem um valor de pH para o qual a sua conformacéo é ideal e a sua actividade
catalitica € maxima. Este valor de pH é designado de 6ptimo.

As variacbes do pH do meio desencadeiam oscilacbes no estado de ionizacdo dos
componentes do sistema, visto que a enzima como proteina possui grupos quimicos
ionizaveis (carboxilicos, amino, radical R) nas cadeias laterais. Estes grupos, dependendo
do pH do meio, podem conter carga eléctrica positiva, negativa ou neutra [42].

A Figura 2.6 apresenta uma curva experimental da velocidade de reacgéo inicial (Vo), em

funcédo da variacéo do pH (curva A) e a curva de estabilidade para uma enzima (curva B).

- e -

pH

e
£o pmm=

Figura 2.6 — Efeito do pH na estabilidade de uma enzima: curva A — actividade da enzima e curva B -

Vo a pH = 6,8 apds incubacéo a outros valores de pH [41].

Através da andlise do diagrama, observa-se que a pré-incubacdo da enzima a pH 5 ou 8
ndo produz nenhum efeito na actividade medida a pH 6,8. Entre a gama de pH 6,8 € 8 e
entre pH 5 e 6,8, verifica-se um declinio da actividade que pode ser explicado como
resultado da constituicdo de uma forma idnica ndo adequada da enzima e/ou substrato.
Quando a enzima é incubada a pH superior a 8 ou inferior a 5, a actividade total ndo é
obtida a pH 6,8. Entéo, parte do declinio na actividade acima de pH = 8 e abaixo de pH =5

resulta de uma inactivacao irreversivel da enzima [40].

2.3.1.3. Influéncia da temperatura

Tal como o pH, a temperatura € um factor que afecta directamente a actividade catalitica
das enzimas.
Um aumento da temperatura promove um aumento da velocidade de reac¢do quimica como

consequéncia do aumento da energia cinética das moléculas componentes do sistema. As
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reaccdes catalisadas por enzimas comportam-se de modo semelhante [41].

A actividade catalitica das enzimas é devida a estrutura terciéria, altamente ordenada, que
justapbe os grupos R especificos dos aminocidos de modo a formar sitios estereo-
especificos de ligacdo com o substrato e o centro activo. Um aumento excessivo da
temperatura reflecte-se na estabilidade da proteina, visto ocorrer uma ruptura das ligacdes
guimicas que mantém a estrutura tridimensional da mesma [40], desencadeando assim uma
desactivacdo térmica e a aquisicdo de uma nova conformacdo ou de um estado sem
estrutura definida.

Assim sendo, todas as enzimas tém uma temperatura 6ptima de operacao, que corresponde

a uma actividade constante por um periodo de tempo mais o0 menos longo [42].

2.3.1.4. Presenca de inibidores

Os inibidores podem ocupar temporariamente o centro activo da enzima por apresentarem
uma semelhanca estrutural com o substrato original (inibidor competitivo) ou entdo alterarem
a conformacdo da enzima, impedindo a sua unido ao substrato (inibidor ndo competitivo)
[42].

2.3.2. Hidrélise Enzimatica

A hidrélise enzimética € uma alternativa ambientalmente amigavel comparativamente a
hidrélise quimica, que envolve o uso de enzimas (celulases e hemicelulases) para degradar
o material lenho-celulésico pré-tratado, em agucares fermentaveis. A aplicagdo de um
tratamento prévio facilita a penetragdo das enzimas no centro activo da biomassa, tornando
esta mais susceptivel a hidrélise.

Normalmente, a hidrolise enzimatica sem um tratamento prévio resulta num rendimento em
acUcares inferior a 20% da quantidade maxima tedrica, enquanto a aplicacdo de um pré-
tratamento resulta num rendimento em acUcares superior a 90% da quantidade maxima
tedrica. Assim, a aplicacdo de um pré-tratamento antes da hidrélise enziméatica é necessaria
para a obtencdo do maximo rendimento em acucares [17]. O rendimento da hidrdlise
enzimatica é da ordem de 0,85 g glucose/g celulose [29].

A hidrélise enzimatica pode ser realizada usando enzimas em duas formas distintas: sob a
forma soluvel ou sob a forma imobilizada. O uso de enzimas sob forma soltvel € o método
convencional, mas o recente desenvolvimento, a precos competitivos, das enzimas na forma
suportada — em que a enzima pode ser reutilizada, diminuindo assim o0 seu custo — mostrou
resultados promissores em muitas industrias.

No entanto, as desvantagens inerentes ao uso da enzima imobilizada prendem-se com as
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limitacbes a transferéncia de massa, a dispersdo da enzima, a indisponibilidade da
versatilidade comercial das mesmas, e o facto de alguns métodos de imobilizacédo
envolverem produtos quimicos toxicos.

E necessaria mais investigacio sobre as diversas técnicas de imobiliza¢do, e a producéo de
enzimas imobilizadas verséteis € crucial para alcancar elevadas taxas de conversao.

A hidrélise enzimética soluvel apresenta vantagens relativamente a hidrélise quimica,
nomeadamente o facto de necessitar de materiais de construgcdo menos dispendiosos
devido as condicbes moderadas do processo, o etanol produzido apresentar qualidade
superior, ser um processo menos corrosivo, e requerer menor investimento no tratamento da
agua residual. Além disso, é possivel a sacarificacdo e a fermentacéo simultanea.

Em contrapartida, apresenta um elevado custo da enzima, o seu uso pode variar
dependendo do tipo de matéria-prima a usar. Além disso, 0 processo enzimatico leva mais
tempo para ser completado e os produtos inibitérios, que podem até ser produzidos no
processo, podem diminuir a actividade da enzima. [1]

Diversos factores podem influenciar a hidrélise enzimética de materiais lenho-celuldsicos,
entre 0s quais se destacam as caracteristicas especificas do substrato e o comportamento
das enzimas durante a sacarificagéo.

De entre os factores relacionados com o substrato, podem citar-se as alteracfes na sua
porosidade e &rea superficial durante a hidrolise [19], [43] e [44], a acumulag&o de lenhina
no meio reaccional [45] a [48], e mudancas no grau de polimerizagao e na cristalinidade da
celulose [8], [49] e [50].

Os factores associados as enzimas correspondem a inibicdo retroactiva devida a

N

acumulagéo dos produtos (glucose e celobiose) no meio reaccional [27] e [51] a [53],

Q.

desnaturagdo térmica das enzimas em reacc¢des usualmente muito longas, ao efeito da
agitacdo mecanica sobre a actividade enzimatica [54] a [56] e a adsorcao irreversivel sobre

a lenhina e/ou complexos lenhina-carbohidrato [55] e [57] a [59].

2.3.2.1. Hidrodlise Enzimética da celulose

A hidrélise enzimética da celulose € normalmente realizada por celulases. As celulases
podem ser produzidas por diversas espécies bacterianas como o Clostridium, Cellulomonas
e Bacillus [60], no entanto as celulases fungicas tém melhor potencial para uso em escala
comercial [61].

As celulases sdo um complexo sistema de trés enzimas que actuam sinergicamente na
hidrélise da celulose. As trés enzimas sao: 1,4-B-D-glucanohidrolase, 1,4-B-D-
glucanocelobiohidrolase e B-glucosidase [62] e [63]. S&o usualmente referidas como

endoglucanase, exoglucanase e celobiase, respectivamente [16].
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As endoglucanases actuam aleatoriamente ao longo das cadeias de celulose, gerando um
decréscimo significativo do seu grau de polimerizagdo. Por sua vez, as celobiohidrolases,
cuja accao catalitica é capaz de hidrolisar preparacdes celulésicas microcristalinas, actuam
nas regides terminais das moléculas de celulose, promovendo a sua despolimerizacao
gradativa através da remocdo de unidades de celobiose terminais. Finalmente, as -
glucosidases hidrolisam a celobiose a glucose, reduzindo assim o efeito inibidor da
celobiose sobre as endo e exoglucanases [64]. Estas trés classes de enzimas, através das
suas propriedades complementares, apresentam um alto grau de sinergismo durante a
hidrélise da celulose [65]. No entanto, apenas as endo e exoglucanases sao capazes de

adsorver sobre o substrato, sendo assim consideradas como celulases verdadeiras [66].

2.3.2.2. Hidroélise Enziméatica da hemicelulose

A hidrolise completa do xilano envolve trés enzimas principais: endo-B-1,4-xilanase, que visa
essencialmente quebrar as ligagbes internas (-1,4 entre as unidades de xilose, a
exoxilanase, que € responsavel pela libertacdo das unidades de xilobiose e a B-xilosidase
gue liberta a xilose a partir da xilobiose e cadeias curtas de xilooligossacarideos.

Enquanto estas enzimas estdo principalmente envolvidas na despolimerizacédo, ha diversas

enzimas auxiliares que séo responsaveis pela clivagem de grupos secundarios [67].

2.4. Fermentacgao

A fermentacdo alcodlica € um processo microbiologico através do qual, 0s seres vivos
unicelulares, as leveduras, obtém a sua energia.

De entre os metabolitos secretados pelas leveduras, o etanol é produzido em maior
guantidade. Apesar disso, € normal que uma pequena percentagem seja convertida em
outros produtos. Estes incluem: glicerol, acidos organicos (como succinico, acético, lactico,
butirico, etc.), alcoois superiores (amilico, isoamilico, butirico, isobutirico, propilico e
isopropilico), aldeidos, ésteres, entre outros compostos volateis [68].

A equacao abaixo representada, mostra a reaccdo que ocorre durante 0 processo

fermentativo.

C§H12G§ E— ECIHEGH +2 C':};
Agtcar —_— 5 Aloool + Digetido de carbono (gas) [23]

{glecoss) {dleool etilico)

Teoricamente, 1 kg de glucose produzira 0,51 kg de etanol e 0,49 kg de diéxido de carbono
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[6].

A levedura Saccharomyces cerevisiae e a bactéria Zymomonas mobilis sdo capazes de
fermentar eficientemente a glucose a etanol, mas incapazes de fermentar a xilose [16]. A
primeira € também conhecida por apresentar elevada tolerancia ao etanol e aos inibidores
[69].

Outras leveduras, tais como Pachysolen tannophilus, Pichia stipitis e Candida shehate, séo
conhecidas por fermentarem a xilose a etanol [70] e [71]. No entanto, constatou-se a
existéncia de dificuldades associadas ao uso comercial destas leveduras para fermentar a
xilose. Isto devido a sua baixa tolerancia ao etanol, as dificuldades na optimizacdo dos
parametros da fermentacédo e a morosidade na fermentacdo. Uma alternativa seria converter
a xilose num isbmero designado de xilulose usando xilose isomerase [72] a [74]. A Xilulose
pode ser fermentada pelas leveduras tradicionais. Alguns autores tém afirmado que esta
alternativa ndo é rentavel em termos de custos e € necessario apostar no desenvolvimento
de microrganismos geneticamente modificados capazes de fermentar hexoses e pentoses a
etanol.

A Saccharomyces cerevisiae € de particular interesse nesta matéria e 0s recentes
desenvolvimentos vém no sentido de criar esforcos para melhorar a capacidade deste

microrganismo fermentar as pentoses [75] e [76].

2.4.1. Factores que afectam a fermentacédo

Sdo varios os factores que afectam a fermentacdo. Destacam-se pelos efeitos

potencialmente adversos, a presenca de oxigénio, a temperatura e o pH do meio.

2.4.1.1. Oxigénio

Para preparacdo de culturas starter (ou inoculo) e no controlo da fermentacdo alcodlica, é
importante considerar a funcdo do oxigénio no controlo do metabolismo e crescimento da
levedura. Quando o oxigénio esta disponivel, o metabolismo da levedura direcciona-se para
a respiracdo, rendendo teoricamente 38 moles de ATP para cada mol de glucose, deste
modo, permite uma maior velocidade de crescimento, maior producdo de biomassa, e a
sintese de materiais de reserva, como esterois e acidos gordos. Desta forma, 0 arejamento
€ usado na preparacdo de culturas starter quando é requerida uma quantidade maior de
biomassa.

O objectivo do arejamento e agitacdo na fermentacdo €, primeiramente fornecer oxigénio
aos microrganismos, e agitar o caldo da fermentacdo de forma que uma suspensdo

uniforme de microrganismos esteja dispersa no meio [68].
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2.4.1.2. Temperatura

As leveduras operam geralmente a temperaturas préximas da temperatura ambiente 25/30
°C. O uso de temperaturas elevadas pode trazer inconvenientes graves como fermentacfes
secundarias, vulnerabilidade do mosto as infec¢Bes acéticas, ou até mesmo a morte dos

microrganismos. A temperaturas mais baixas as reac¢fes tornam-se muito lentas [68].

2.4.1.3. pH

Outro factor que afecta a actividade das leveduras € o pH. Dependendo da acidez ou
basicidade do meio onde se desenvolve o processo fermentativo, o desenvolvimento de
microrganismos € influenciado.

Para multiplicacdo das leveduras o meio deve ser fracamente acido: 4 < pH < 6 [68].

Além da hidrdlise e fermentacéo separadas (SHF), outras abordagens incluem a conversao
directa microbiana (DMC) e a sacarificacdo e fermentacdo simultaneas (SSF). A DMC
envolve o uso de microrganismos que produzem simultaneamente a celulase, para hidrolisar
a celulose a agucares que posteriormente serdo fermentados a etanol. Clostridium
thermocellum e Clostridium thermosaccharoliticum tém sido usados no estudo da DMC [77].
No entanto, esta abordagem apresenta limitacdbes em termos de subproduto formado e
baixa tolerancia ao etanol [16].

Os processos de SHF permitem que cada etapa (hidrélise e fermentacéo) seja realizada nas
suas condi¢cdes Optimas. Contudo tem como limitacdes, o facto de durante a hidrélise
enzimatica, a glucose, xilose, celobiose e outros oligossacarideos libertados no processo,
promoverem uma forte inibicho das enzimas envolvidas no mesmo, obtendo-se assim
baixos rendimentos.

O processo de SSF combina ho mesmo reactor a hidrélise enzimatica com a fermentacao
do aclcar a etanol, para manter a concentracdo de acucares baixa, e portanto, superar a
inibicdo enzimatica. Assim, este processo é uma boa estratégia para aumentar a taxa global
de conversdo da celulose a etanol. No entanto a desvantagem deste processo esta
associada as diferentes condi¢cdes Optimas de pH e temperatura, empregues em cada uma
das etapas. De modo a superar este problema € necessario usar uma condicdo compativel
com as duas etapas. Dado que hidrélise enzimatica se realiza proximo dos 50 °C e que as
leveduras convencionais produtoras de etanol operam entre os 25 e 34 °C, é recomendavel
0 uso de microrganismos termotolerantes para operarem eficientemente numa so etapa. [78]
Devido a reducéo da inibi¢cdo da glucose na hidrélise enzimatica durante a SSF, ao efeito de
desintoxicagdo da fermentacdo, e aos efeitos positivos dos inibidores presentes no

hidrolisado pré-tratado sobre a fermentacéo, o processo de SSF revelou-se um processo
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melhor que o de SHF [17].

2.5. Destilacéo

O etanol hidratado, recuperado da fermentacdo a nivel industrial requer ser purificado e
concentrado. Convencionalmente, € usada uma destilacao.

Numa primeira fase, o caldo da fermentacéo é destilado, obtendo-se etanol a 95%.
Posteriormente, este azeotropo etanol-dgua é quebrado pela adicdo de uma pequena
gquantidade de benzeno ou ciclohexano, que promove a elevagdo da concentracdo de etanol
para 99,5%.

ApOs esta concentracdo, 0 etanol esta pronto para ser utilizado como combustivel e

misturado com a gasolina [18].
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3. Métodos analiticos

As determinacdes analiticas das concentracfes de acucares, etanol, glicerol, etc., podem

ser feitas usando distintos métodos analiticos que se apresentam brevemente de seguida.

3.1. FTIR

Quando é utilizada a espectroscopia de infravermelhos, a glucose e outros aglcares podem
ser identificados e medidos usando a espectroscopia de infravermelhos com transformada
de Fourier (FTIR). Uma pesquisa pode revelar algumas bandas de absorcdo de sacarideos
(mais especificamente da glucose) nas proximidades e na gama de infravermelho. Estas
estdo situadas nos 1040, 1085, 1109, 1160 e 1365 cm™. Existe um pico no espectro que é
mais especifico da glucose, entre os 997 e os 1062 cm™. O problema é que as variacdes
espectrais, registadas para os diferentes componentes e mondémeros sacarideos, sdo
extremamente pequenas. Apenas na frequéncia de 1040 cm™ n&o s&o detectados nenhuns
dos outros sacarideos activos no infravermelho.

No entanto, as outras bandas de absorcdo, especialmente a de 1109 cm™ de frequéncia,
também podem ser utilizadas para a identificacdo e medicdo da glucose, se as absor¢des
sobrepostas forem compensadas. O FTIR também pode ser utilizado como método para
determinar a concentracdo da glucose, bem como para simultaneamente identificar e

guantificar muitos sacarideos em fluidos biolégicos [79].

3.2. Refractometria

A refractometria € uma técnica que permite determinar a composicao e pureza, através do
indice de refraccéo (IR). O indice de refraccdo de uma substancia é fortemente influenciado
pela temperatura e pelo comprimento de onda da luz utilizada para a medicao, por isso é
preciso compensar a diferenca de temperatura e de comprimento de onda. As medicdes do
IR sdo normalmente realizadas a uma temperatura de referéncia de 20 °C e no comprimento
de onda de referéncia de 589,3 nm.

Os refractébmetros sdo frequentemente utilizados pelos cultivadores de fruta, para os
chamados testes de Brix, para ter conhecimento dos niveis de sacarose na fruta. Existem
também medidores que determinam directamente os graus Brix, estes medem a raz&o entre
0 agucar dissolvido e a agua de um liquido. Uma vez que o Brix esté relacionado com a
concentracdo dos solidos dissolvidos (na maioria sacarose) num fluido, esta por isso
relacionado com a gravidade especifica de um liquido. Logo como a gravidade especifica da

z

solucdo de sacarose é conhecida, 0os graus Brix também podem ser medidos por
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refractometros [79].

3.3. Métodos quimicos

Os métodos quimicos sdo normalmente utilizados no doseamento de acucares redutores.
Estes baseiam-se nas propriedades redutoras dos acUcares sobre os halogéneos e certos
ibes de metais pesados, hormalmente o ido cuprico. A determinacdo da concentracdo dos

acucares pode ser feita através dos métodos Somogyi-Nelson e Lane — Eynon [80].

3.4. Métodos cromatograficos

Entre os métodos cromatogréficos destacam-se a cromatografia gasosa (GC) e a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Cada técnica apresenta vantagens em
diferentes situacdes, e por isso, a sua utilizacdo deve ser aplicada a cada caso especifico
[81].

3.4.1. Cromatografia gasosa (GC)

A cromatografia gasosa € uma técnica precisa para a quantificacdo da galactose e é um
método de referéncia para a glucose. Os acglcares devem ser derivatizados previamente,
dado que a analise quantitativa directa da glucose através de cromatografia gasosa — com
detector de espectroscopia de massa nao € possivel. O método da derivatizacdo consome

bastante tempo de operacdo, mas € uma alternativa ao método de HPLC, que ndo

consegue identificar muitos acucares na biomassa hidrolisada [79].

3.4.2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HP  LC)

Os sistemas de HPLC sdo formados por varios componentes com fungfes definidas, mas
gue estao inter-relacionadas, e que se encontram representados na Figura 3.1.

Os componentes do sistema de HPLC (bomba, injector, coluna termostatizada e detector)
estdo conectados através de curtas tubagens de transferéncia, tradicionalmente construidas

em aco inoxidavel [82].
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Figura 3.1 — Esquema de um sistema de HPLC [82].

3.4.2.1. Injectores para HPLC

A amostra é colocada no loop da valvula de injeccdo por meio de uma seringa (ver Figura
3.2), quando esta esta em posi¢éo de carga (posi¢do: load). Rodando o manipulo da véalvula
para a posicdo de injeccdo (posicao: inject), da-se uma alteracéo no trajecto do eluente no
interior desta e a amostra é entdo arrastada para a coluna. O eluente, que € continuamente
bombeado para a coluna, vai arrastar os componentes da amostra (designados vulgarmente
por solutos) primeiro para o topo e depois ao longo da coluna [83]. A gama do volume do
loop esta entre os 10 pl e os 500 pl. Nos sistemas modernos de HPLC, a injeccdo da

amostra é automética [84].

(B) Injeccio da amostra na coluna

(A) Introdugio da amostra no loop

Paraa
coluna

Da bomba

Figura 3.2 — Representacao esquematica da valvula de injecgéo e do processo de introducéo de

amostra na coluna de HPLC [83].
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3.4.2.2. Fase movel

Nesta técnica analitica, a fase movel refere-se ao solvente que € introduzido continuamente
na coluna, ou fase estacionéaria. A fase mével transporta a solugcdo de amostra. Quando a
solucdo de amostra flui através da coluna com a fase movel, os componentes dessa solucdo
migram de acordo com interaccbes nao covalentes do componente com a coluna. As
interaccBes quimicas da amostra e da fase moével, com a coluna, determinam o grau de
separacdo e migracdo dos componentes contidos na amostra. Por exemplo, as amostras
gue tém interac¢gbes mais fortes com a fase mével do que com a fase estacionéria vao eluir
da coluna mais rapidamente, e tém um tempo de retencdo mais curto. A fase moével pode
ser alterada, de maneira a manipular as interac¢gées da amostra e da fase estacionéria [85].
Existem vérios tipos de fases méveis:

* |[socréticas;

* Gradiente;

« Politipicas.
Numa eluicdo isocratica, os compostos sdo eluidos usando uma composi¢do constante da
fase movel. Neste tipo de fase movel todos os componentes comecam a migracao através
da coluna no inicio. No entanto cada componente migra a um ritmo diferente, resultando em
razdes de eluicdo mais rapidas ou mais lentas. Este tipo de eluicdo € a0 mesmo tempo
simples e barata, mas a resolucdo de certos compostos € questionavel e pode ndo se
conseguir obter a eluicdo em tempo razoavel. [85]
Na eluicdo de gradiente s&o eluidos, componentes diferentes com base no aumento da
forca do solvente organico. A amostra € injectada, enquanto que uma fase movel mais fraca
€ aplicada ao sistema. A forca da fase movel € aumentada aos poucos mais tarde, atraves
do incremento da frac¢do de solvente orgéanico, que consequentemente resulta na eluicdo
dos compostos retidos. Isto € feito normalmente num stepwise ou de forma linear. No inicio
da introducdo da amostra, os compostos estdo retidos no interior da coluna. A medida que a
capacidade do soluto dos compostos decresce, estes comeg¢am a migrar atraves da fase
estaciondria. Cada um dos outros compostos na amostra migra a medida que o valor da sua
capacidade de soluto diminui. Em comparagdo com a elui¢cdo isocrética, a resolucdo e a
separacao é neste caso melhor e a largura das bandas € praticamente igual [85].
A fase movel politipica, que por vezes é chamada de cromatografia de modo de mistura, €
um método muito versétil em que varios tipos de técnicas de cromatografia, ou modos,
podem ser empregues utilizando a mesma coluna. Estas colunas contém resinas
hidrofébicas macroporosas rigidas com ligacdes covalentes a camada organica hidrofilica
[85].
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3.4.2.3. Fase estacionaria

A fase estacionaria em HPLC refere-se ao suporte sélido contido dentro da coluna, através
do qual flui continuamente a fase moével. As colunas contém varios tipos de fases
estaciondrias, algumas das mais comuns sdao: liquido-liquido, liquido-sélido (adsorgéao),
excluséo por tamanho, fase normal, fase inversa, permuta iénica e por afinidade [86]. Neste
trabalho foi usada uma coluna de permuta ibnica como fase estacionéria.

A fase estacionaria de permuta ibnica opera com base numa troca selectiva de ides, entre a
fase estacionaria e a amostra. A permuta ionica € realizada com colunas que contém grupos
funcionais com carga eléctrica, ligados a uma matriz polimérica. Os ides funcionais estao
permanentemente ligados a coluna e cada um esta ligado a um ido de sinal contrario. A
amostra é retida através da reposi¢cao dos ides de sinal contrario da fase estacionéaria pelos
seus préprios ides. A amostra € eluida da coluna através da mudanca das propriedades da
fase mdvel, esta ira substituir os ibes da amostra da fase estacionaria, (isto € mudando o
pH) [86].

3.4.2.4. Detectores

Para HPLC o detector € o componente que emite uma resposta a eluicdo dos componentes
da amostra e consequentemente transmite o sinal de um pico para o cromatograma. O
detector esté posicionado imediatamente depois da fase estacionaria, de maneira a detectar
0s componentes, a medida que estes eluem da coluna. A largura das bandas e a altura dos
picos podem ser usualmente ajustados e os controlos podem fazer uma sintonizacdo mais
fina; os parametros de deteccdo e de sensibilidade também podem ser controlados (na
maioria dos casos). Existem muitos tipos de detectores que podem ser utilizados em HPLC.
Alguns dos mais comuns sdo: indice de refrac¢do (IR), ultra-violeta (UV), fluorescéncia,
radioquimica, electroquimica, infravermelho préximo (NIR), espectroscopia de massa (MS),
ressonéncia magnética nuclear (NMR) e de dispersao de luz (LS) [87].

Na determinacdo dos acucares € vulgarmente usada como detector o IR. No entanto, neste
trabalho optou-se por se usar um detector de dispersado de luz por evaporacdo (ELS) que,
para além do detector de IR (que nao estava disponivel) € um dos detectores indicados para
a quantificacao de acucares.

Os detectores de indice de refraccdo tém uma ampla gama linear, sdo também praticamente
universais mas nao sdo muito sensiveis e tém algumas flutuacdes da sua linha de base, que
podem ser provocadas por modificacdes fisicas do eluente (isto é na temperatura, presséo e
mudancas na composicdo do eluente). O gradiente de eluicdo deve ser levado em
consideracdo, uma vez que este pode causar problemas na analise de misturas de aglcares

complexos [88].
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O detector ELS, representado esquematicamente na Figura 3.3, oferece vantagens em
relacdo ao também usado detector de indice de refraccdo, tais como sensibilidade e
possibilidade de operacdo em modo de gradiente. E um detector de massa semi-universal,
extremamente sensivel para solutos ndo volateis em correntes liquidas volateis, tais como
lipidos, oligossacarideos e hidratos de carbono.

A operacdo deste detector baseia-se na deteccdo das moléculas do soluto pela disperséo

de luz depois de uma nebulizacéo e evaporacao da fase movel [89].

b A—
Entrada do eluente

=a— Entrada do ar comprimido

r:_s;b___-b_::i‘;-

Hebulizador do eluente

Camara de evaporagio
agqueckda

Huvem de particulas

Fonte de luz ) Fotomultiplicador do detector

(Courtesy of Polymes Laborstories)

Figura 3.3 — Detector ELS [90].
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4. Parte Experimental

Neste capitulo descreve-se o trabalho experimental realizado, incluindo a descricdo dos
procedimentos e dos materiais utilizados em cada fase do trabalho. Assim, o procedimento
completo consistiu na aplicacdo de um pré-tratamento mecanico da biomassa, seguido de
um pré-tratamento testando quatro técnicas distintas (com vista a determinacéo da técnica
mais adequada ao tipo de matéria-prima usada para a producdo do bioetanol), a que se
seguiu uma etapa de hidrélise enzimatica e, finalmente, fermentacédo e a destilagéo.

Sao também apresentados o0s principais resultados e sua discussdo e as conclusdes

extraidas apos a analise dos resultados.

4.1. Materiais e métodos

Nesta seccdo descrevem-se 0s materiais e métodos utilizados na execucao experimental

deste trabalho.

4.1.1. Tratamento mecanico

As dimensfes da amostra sdo um factor que poderd condicionar as etapas precedentes do
processo. A aplicacdo de um tratamento mecénico, visa promover uma reducdo da
cristalinidade das fibras de celulose na biomassa.

A amostra usada € proveniente de uma das fases do processo de compostagem da
empresa de gestdo de RSU da associacdo de municipios do Porto, Lipor. Essencialmente é
originaria de residuos de jardinagem e da recolha selectiva de restaurantes, cantinas,
pomares, e resultou da saida da etapa de maturacéo (3° composto).

A amostra foi homogeneizada de modo a que qualquer toma pudesse ser representativa da

amostra inicial.

4.1.1.1. Equipamento

O equipamento usado nesta fase inicial do trabalho inclui: um moinho de laminas, marca
Fritsch (Figura 4.1), e um sistema vibrador com peneiros, marca Retsch AS 2000 (Figura
4.2).

4.1.1.2. Condic¢Oes experimentais

A matéria-prima foi moida/triturada usando um moinho de laminas. A amostra resultante foi

peneirada, num sistema de vibracdo de peneiros, com o0 objectivo de determinar a
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correspondente distribuicdo granulométrica. Foram usados peneiros entre as gamas de

granulometria de 1 mm e 63 pm.

Figura 4.1 — Moinho de laminas. Figura 4.2 — Sistema de vibracao de peneiros.

4.1.2. Optimizag&o do pré-tratamento da amostra

A estrutura complexa e compacta dos materiais lenho-celulésicos torna necesséria a
aplicacdo de pré-tratamentos, antes da realizagdo das etapas subsequentes para a
producéo do etanol.

Neste trabalho Ilaboratorial, foram wusados quatro pré-tratamentos diferentes,
respectivamente, hidrotermolise, hidrolise com &cido diluido, hidrolise alcalina e Organosolv.
Todos estes processos foram realizados numa unidade formada por um reactor de alta
pressdo e um controlador (Parr, modelo 5100). Posteriormente, efectuou-se a hidrdlise
enzimatica de cada um dos produtos resultantes de cada pré-tratamento. Todos os produtos
foram submetidos as mesmas condi¢cBes de hidrélise, isto €, uma temperatura de 57,5 °C,
uma razao volume de enzima/massa de biomassa de 15 mL/100 g, uma agitacdo de 30 rpm.
ApOs a aplicacdo destas duas etapas sequenciais (pré-tratamento e hidrélise), escolheu-se
o melhor pré-tratamento, isto é, aquele que promoveu a obtencdo de um maior teor de
acucares totais, avaliado a partir do método refractométrico.

O esquema que se segue (Figura 4.3) ilustra o que anteriormente se mencionou.
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Pré-tratamento

I
! | ! }

Hidrotermoélise Organosolv Hidzﬂ"%s acido Hidrélise alcalina
iluido

Hidrolise enzimatica

Temperatura—57,5°C

Razaovolume de enzima/massa de biomassa —15miM100g
Agitagéo - 30 rpm

Tempode residéncia— 70h.

Escolha de melhortratamento
através do método refractométrico

Figura 4.3 — Esquema de optimizacdo do pré-tratamento.

4.1.2.1. Reagentes

Usou-se como reagentes: alcool etilico a 96% (comercializado por AGA), &cido sulfarico a
1% (v/v), hidréxido de s6dio 10% (v/v), agua desionizada, e enzima “AccelleraseTM 1000”,

da Genencor/Danisco.

4.1.2.2. Preparacao das solucdes

Na hidrélise com acido diluido preparou-se, hum baldo de 150 mL, uma solu¢édo de H,SO, a
1%. Na hidrotermélise apenas se adicionou hum baldo de 250 mL, agua desionizada. No
processo de hidrolise alcalina preparou-se, num baldo de 200 mL, uma solucdo de NaOH a
10%. Para o tratamento Organosolv, usou-se um racio liquido:sélido de 6:1. Como a
guantidade de biomassa usada em cada ensaio foi de 20 g, isto resulta num volume de 60

mL de agua e de 76 mL de etanol.

4.1.2.3. Equipamento

A etapa do pré-tratamento da matéria-prima foi realizada, num equipamento composto,
essencialmente por duas unidades: o sistema reactor propriamente dito, que incorpora o

sistema de agitacdo e aquecimento (por manta eléctrica) e, um sistema de controlo da
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agitacdo e da temperatura. O sistema reactor e o controlador sdo da marca Parr, modelos,
5100 e 4836, respectivamente.

A hidrdlise enzimética foi realizada num banho termostético com agitacdo, marca Selecta,
modelo unitronic. As Figuras 4.4, 4.5 e 4.6 ilustram o equipamento usado no pré-tratamento.

Manometro
de pressao

Valvula de

Agitador — — Manoredutor

2 —— Manta de aguecimento
Vasodereaccao

eminox
Controlador

Figura 4.4 — Montagem do reactor e controlador, usado na optimizacdo do pré-tratamento.

Sonda de
temperatura

— Valvula de alimentacdo

Valvula de recolha
da amostra

Tubo derefrigeracio ——

Figura 4.5 — Pormenor da cabeca do reactor, usado na optimizacéo do pré-tratamento.
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AVISO

caso de derrame

Figura 4.6 — Banho termostatizado e com agitacdo usado no pré-tratamento.

4.1.2.4. Condig6es experimentais

Nesta etapa testaram-se quatro pré-tratamentos: hidrotermolise, hidrélise com acido diluido,
hidrélise alcalina e Organosolv. A cada um dos pré-tratamentos correspondeu a aplicacao
de diferentes condi¢des experimentais, usando-se a mesma quantidade de biomassa, 20 g.

Hidrélise com acido diluido

Na hidrélise com acido diluido, misturou-se 20 g de amostra com 150 mL de uma solugéo de
acido sulfurico a 1%, sendo posteriormente o conjunto submetido a uma pressédo de 16,5

bar, a uma temperatura de 120 °C e durante um tempo de contacto de 15 minutos.

Hidrélise alcalina

Na hidrdlise alcalina, 200 mL de uma solucao de hidréxido de sédio a 10% foram misturados
com 20 g de amostra. A pressdo, temperatura e o tempo de contacto usados foram

respectivamente, 2 bar, 124 °C e 6 minutos.

Organosolv

No processo Organosolv, usou-se uma razao liquido:sélido na propor¢do 6:1 (m/m) e uma
concentracdo de etanol 50 % (m/m). A amostra (20 g) foi misturada com 136 mL de uma
solucdo etanol/agua. Esta foi sujeita a uma pressao de 21 bar e a temperatura de 190 °C,

durante um tempo de contacto de 30 min.
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Hidrotermolise

O processo de hidrotermdlise foi executado em duas condi¢cdes experimentais diferentes. O
primeiro usou uma pressao de 16 bar e uma temperatura de 204 °C. O segundo usou uma
pressdo atmosférica e uma temperatura de 120 °C

Em ambos os processos, a amostra (20 g) foi misturada com 250 mL de agua desionizada,
e submetida ao pré-tratamento em causa durante um tempo de contacto de 15 min.

Na tabela 4.1 resumem-se as condi¢des aplicadas em cada dos pré-tratamentos testados.

Tabela 4.1 — Condi¢cBes experimentais usadas em cada pré-tratamento de uma amostra de 20 g.

Pré-tratamento Pressdo Temperatura Tempo dg
(bar) (°C) contacto (min)
Hidrotermdlise 16 204 15
paoerdise | oa s
Hidrolise acida 16,5 201 15
Hidrolise alcalina 2 124 6
Organosolv (6:1) 21 190 30

4.1.2.5. Analise qualitativa

Na escolha do melhor pré-tratamento, usou-se o0 método refractométrico para medicao do
teor de acUcares totais. Para isso tracou-se uma curva de calibracdo com solucbes padréo
de glucose em g/L e converteu-se a sua leitura para ° Brix.

Cada solucao padrdo e amostra foram analisadas em duplicado.

4.1.3. Optimizacao da etapa de hidrélise enzimatica

Como a hidrélise alcalina foi o pré-tratamento que resultou numa maior producdo de
acucares, foi a partir deste processo que se prosseguiu para a optimizacdo das restantes
etapas subsequentes, mas agora usando 10 g de amostra. O diagrama da figura 4.7 mostra

o procedimento adoptado para esta etapa do processo.
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10 g de Amostra

!

Pré-tratamento
optimizado

AjustedepH:4ab

Hidralise
enzimatica

Filtraramostra

k4 h 4

Bolo Filtrado

I_¢

Determinacio analitica de
acticares
(glucosefdiloselarabinose)

HPLCAR/UV

Fermentacao

1 Levedura (Fermento de padeiro)

Etanol

Figura 4.7 — Esquema da optimizacao da hidrélise.

Na optimizacdo da hidrélise enzimética, manipularam-se dois parametros que afectam a
actividade da enzima “AccelleraseTM 1000", a temperatura e a razdo volume de
enzima/quantidade de biomassa, mantendo o pH constante entre a gama Optima 4 e 5, a
agitacdo a 30 rpm e um tempo de residéncia de 70 h. Todos os hidrolisados resultantes,
foram filtrados através de membranas de fibra de vidro, por um sistema de filtracdo a vacuo,
obtendo-se o bolo e o filtrado. No filtrado aplicaram-se trés técnicas analiticas distintas para
a quantificacdo dos acucares resultantes: indice de Refraccdo (IR), espectrofotometria UV-
Vis e HPLC com detector ELS.

4.1.3.1. Preparacéo das solugdes

A massa de amostra usada nos ensaios subsequentes de optimizacdo da hidrolise
enzimatica, apos a optimizacéo do pré-tratamento da amostra foi de cerca de 10 g.
Utilizou-se 100 mL de uma solucéo de hidroxido de sddio a 10 %, a qual foi misturada com a
amostra. A presséao, temperatura e o tempo de contacto usados foram respectivamente, 2
bar, 124 °C e 6 minutos.
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4.1.3.2. Condi¢des experimentais

Um total de 11 amostras foi sujeito a hidrélise alcalina, aplicando-se as seguintes condicdes
operatorias: pressao 2 bar, temperatura 124 °C e um tempo de contacto de 6 minutos,
usando-se 100 mL de solucdo NaOH a 10% para cada 10 g de biomassa.

Ap6s o pré-tratamento alcalino, comecou-se por se desenvolver um planeamento factorial 2
(realizando-se ensaios nos vértices e no centro), com vista a optimizar as condicdes
experimentais: temperatura e razdo volume de enzima/quantidade de biomassa, que
conduziriam a maior concentracdo de acucares, e consequentemente & maior producao de
etanol. Para isso realizaram-se no total 11 ensaios, dos quais 8 correspondem a condi¢bes
nos vértices e 3 no centro.

Os ensaios nos vértices foram efectuados para temperaturas entre os 50 e os 65 °C e para
uma razao volume de enzima/quantidade de biomassa entre os 5 mL/100 g e 25 mL/100 g.
Por sua vez, os ensaios no centro foram todos realizados para uma temperatura de 57,5 °C,
e uma razéo volume de enzima/quantidade de biomassa 15 mL/100 g.

Os 11 ensaios foram todos submetidos a uma agitagdo constante de 30 rpm, um tempo de
contacto de 70 h e um ajuste de pH entre os 4 e 5.

Seguidamente apresenta-se a representacao gréafica do planeamento factorial (Figura 4.8),

de modo a permitir uma melhor interpretacdo da Tabela C.2 em anexo.

h0°C:; 0,5mL h0°C; 2,5mL
& L
L
B7.5°C; 1.5mL
o 9
B5°C; 0,5mL B5°C; 2.5mL

Figura 4.8 — Representacao grafica do planeamento factorial.

Os hidrolisados resultantes da etapa de hidrélise enzimatica foram filtrados através de
membranas de fibra de vidro, num sistema de filtracdo a vacuo, resultando dai, o bolo e o
filtrado.

A fraccdo liquida obtida correspondente ao hidrolisado filtrado foi analisada respectivamente
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, com detector ELS) e por

espectrofotometria de UV-Vis, para determinar as concentracbes de glucose, xilose e
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arabinose e finalmente foi usado o indice de refraccdo (IR) para determinar o teor de

acucares totais.

4.1.3.3. Analise qualitativa e quantitativa

Optimizado o pré-tratamento e escolhidas as varidveis a manipular (temperatura e razao
volume de enzima/massa de biomassa) no processo enzimatico, torna-se necessario saber
de que forma estas duas etapas, se reflectem na producéo de agucares. Para isso usaram-
se trés técnicas analiticas: HPLC com detector ELS, espectrofotometro UV-Vis e IR,

descritas no anexo C.1, C.2 e C.3.

4.2. Fermentacao dos agucares

Apbs a hidrélise enzimatica é necessario fermentar o hidrolisado resultante. Para isso usou-

se uma levedura capaz de fermentar o hidrolisado a etanol, a Saccharomyces cerevisea.

4.2.1. Reagentes

Usou-se como reagente agua desionizada, e um inéculo da levedura de fermento de padeiro

— Saccharomyces cerevisea, obtida numa padaria.

4.2.2.Preparacdes de solugcbes

Preparou-se uma solucéo de 0,2 g de in6culo de fermento de padeiro em 200 mL de agua

desionizada.

4.2.3. Equipamento

Nesta etapa experimental, usou-se uma tina de material Perspex, uma placa com agitacdo
magnética multiposi¢des, marca Selecta, modelo multimatic-9N e um sistema de agitacao e

aquecimento, marca Heidolph com controlo de temperatura.

4.2.4. CondicBes experimentais

Inicialmente, ajustou-se o pH do produto resultante da hidrélise entre a gama de pH 5 e 6
(esta € a gama Optima para activacdo da levedura). Posteriormente, transferiu-se este
hidrolisado para frascos de capacidade de 500 mL, cada um, com agitadores magnéticos e

com papel de aluminio na boca dos mesmos.
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Os frascos foram colocados na tina, e de seguida ligou-se o sistema de agitacdo e
aguecimento a uma temperatura média de 27,5 °C. A fermentacao foi realizada durante 48
h, sob condicdes aerdbias.

A Figura 4.9 ilustra o esquema de montagem da etapa do processo fermentativo.

Figura 4.9 — Esquema de montagem da etapa do processo fermentativo.

4.2.5. Andlise quantitativa

No mosto fermentado determinou-se a concentracdo dos acUcares totais pelo método
refractométrico.

4.3. Destilacao

O objectivo desta etapa foi recuperar o alcool (%) resultante do processo fermentativo. Para

isso, efectuou-se uma destilacao simples.

4.3.1. Equipamento

Utilizou-se uma coluna de destilagédo simples, uma manta de agquecimento marca Raypa, um

termopar digital, testo 922, equipado com termopar do tipo K.

4.3.2. CondigBes experimentais

Comecou-se por colocar o produto resultante do processo fermentativo num baldo de
destilacdo. Abriu-se a &gua de refrigeracdo. Posteriormente, procedeu-se a destilagdo
simples do mesmo.
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A Figura 4.10 ilustra o0 esquema de montagem do processo de destilacéo.

Figura 4.10 — Esquema de montagem do processo de destilacdo.

4.3.3. Andlise quantitativa

Como nao foi possivel realizar a destilacdo, usaram-se os resultados obtidos no ponto 4.2.5.
para calcular o etanol produzido. Também se tracou uma curva de calibracdo etanol/agua
em func¢éo do indice de refraccdo da mistura, e a partir do indice de refraccdo do mosto
fermentado, determinou-se a % de etanol presente no mesmo.
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5. Resultados e discussao

Apls a apresentacdo da parte experimental, segue-se a discussdo dos resultados

relativos a cada uma das etapas optimizadas.

5.1. Caracteristicas da amostra

Uma amostra resultante de uma etapa do processo de compostagem da empresa Lipor, foi
submetida primeiro a um sistema de peneiragdo e depois seca numa estufa, com vista a
determinar respectivamente a distribuigdo granulométrica e o teor de humidade.

A dimenséao das particulas da amostra usada foi de 1 mm, sendo o teor médio de humidade
de 3,24 %. A reducdo do tamanho do material € necesséria para eliminar as limitacdes de
transferéncia de massa e calor durante as reacc¢des de hidrélise. Por outro lado, o teor de
humidade nos RSU fornece uma estimativa do tempo para geracdo de lixiviado, uma vez
gque este se forma quando a massa de residuos atinge a saturacdo de humidade pela soma

da humidade natural e da 4gua percolada oriunda de precipitacfes e demais infiltracdes.

5.2. Etapa de pré-tratamento

Seguidamente, encontra-se representado um diagrama relativo aos cinco pré-tratamentos
efectuados, e a massa de glucose resultante da aplicagdo dos mesmos.

Através da andlise do gréfico (Figura 5.1), verifica-se que o pré-tratamento por hidrélise
alcalina foi 0 que mais se destacou relativamente aos outros quatro processos, isto porque a
massa de glucose obtida foi de 13 g. A hidrotermdélise realizada a pressao atmosférica foi o
processo que promoveu uma menor quebra nas ligacbes da amostra, e portanto a massa de

glucose obtida foi de 0,24 g.

— 14,00 m Hidrotermdlise
=

E’ 12,00 W Hidrotermalise
e 10,00 (Patmosférica)
é, &,00 [ — Hidrdlise 4cida
e P = Hidrélise alcalina
@ 4.007 - Organosoly

@ 200 4

= 000

Pré-tratamentos

Figura 5.1 — Massa de glucose obtida em cada um dos pré-tratamentos.

49



Producéo de bioetanol a partir de um residuo organico proveniente da central de compostagem da LIPOR

Apesar das condi¢bes da hidrolise alcalina serem bastante moderadas (presséo de 2 bar,
temperatura de 124 °C) comparativamente a hidrélise acida, ao processo Organosolv e a
hidrotermdlise, o facto de se ter usado uma concentragdo de NaOH de 10 %, podera ter sido
crucial em termos de rendimento em glucose obtida (89,2 %).

Por outro lado, ficou evidente que ambos os processos de hidrotermdlise foram os que
originaram menor massa de glucose, isto podera ser explicado pela auséncia de um
catalisador &acido ou alcalino, capaz de induzir a quebra das ligacbes moleculares

resistentes na lenhina e na celulose.

5.3. Etapa de hidrolise enzimética

Na optimizacdo desta etapa, utilizaram-se trés métodos analiticos: IR, HPLC-ELSD, e UV-
Vis. Os resultados obtidos na aplicacdo de cada um destes métodos encontram-se descritos

de seguida.

5.3.1. Analise refractométrica

A Figura 5.2, que a seguir se apresenta, mostra os resultados obtidos para a massa de
glucose correspondente a cada uma das amostras e respectivas réplicas, quantificados por
refractometria.

Através da andlise da Figura 5.2, verifica-se de comum que, do conjunto de ensaios e
respectivas réplicas realizados nos vértices, os que foram processados a 65 °C (os dois
ultimos) foram os que originaram maior massa de glucose.

Por outro lado, constata-se que, para uma temperatura de 50 °C e para uma variacdo na
raz&o volume de enzima/quantidade de biomassa, respectivamente 5 mL/100 g e 25 mL/100
g, a massa de glucose (média) obtida foi de 4,75 g e 4,90 g, respectivamente. Sendo esta
variacdo muito pouco significativa, podera indicar-nos que a razdo enzima/biomassa neste

caso podera ndo ser o parametro que influencie mais os resultados.
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Figura 5.2 — Variagdo da massa de glucose para cada uma das amostras e respectivas réplicas.

O mesmo ndo se observa para uma temperatura de 65 °C, isto porque usando-se uma razao
volume de enzima/quantidade de biomassa de 5 mL/100 g a massa média de glucose obtida
aumentou (6,33 g), em relacdo ao valor médio da massa de glucose obtida (5,88 g), para
uma razéo volume de enzima/massa de biomassa de 25 mL/100 g.

Relativamente, aos ensaios realizados no centro resultaram numa menor massa de glucose
(4,01 g) comparativamente aos ensaios/réplicas nos vértices.

Pode concluir-se de um modo geral, que para os ensaios realizados nos vértices um
aumento da temperatura favorece a actividade da “AcelleraseTM1000", e portanto, a massa
de glucose obtida aumenta.

Por outro lado, constata-se que apenas para uma temperatura de 65 °C, a variacdo do
volume de enzima/quantidade de biomassa tem influéncia na actividade da enzima em
causa. Assim, o uso de baixas raz6es volume de enzima/ quantidade de biomassa originou
maiores massas de glucose.

Isto ndo se encontra de acordo com o esperado, dado que um aumento da concentracdo de
enzima origina geralmente, um aumento da actividade enzimatica e o aumento da
velocidade de reaccdo desde que haja substrato disponivel, pelo que se pode admitir que
provavelmente j4 ndo havia substrato disponivel (havia excesso de enzima).

Tal como observado no gréfico apresentado anteriormente, pode-se concluir que as
amostras 5 e 7 foram as que resultaram numa maior conversdo em glucose, a partir da
amostra inicial. Sendo assim, as condigbes Optimas para prosseguir para as restantes
etapas (fermentagéo e destilagdo) foram: uma temperatura de 65 °C e razdo volume de
enzima/quantidade de biomassa de 5 mL/100 g.

A determinacdo das condi¢cdes Optimas foi feita somente com base nos resultados
experimentais, a partir da andlise dos resultados nos gréficos, ndo se aplicando qualquer

software estatistico.
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5.3.2. Analise por HPLC-ELSD

Antes da andlise dos resultados, foi necesséario proceder a optimizacdo das condicbes
experimentais. De seguida apresentam-se os resultados relativos ao estudo da influéncia do

caudal de eluente e da atenuacdo do detector, bem como a massa de glucose obtida.

5.3.2.1. Influéncia da composicao de eluente

E frequente usar-se na fase mdvel uma mistura acetonitrilo/agua para melhorar a eficiéncia
de separacdo dos picos. Contudo neste trabalho, a fase mével apenas consistiu em agua
ultra pura, pois de acordo com as instru¢cdes de trabalho do detector, para a temperatura de

operacdo do mesmo (85 °C) é aconselhavel usar apenas agua.

5.3.2.2. Influéncia do caudal de eluente

Experimentalmente, testou-se a influéncia do caudal de eluente no tempo de retencdo das
amostras. Para isso, testaram-se diferentes caudais de eluente entre 0,35 e 0,45 mL/min,
usando uma mistura de xilose (2000 ppm) e glucose (1000 ppm), operando o detector a uma

pressédo de 0,5 bar e uma temperatura de 85 °C e a coluna operando a 80 °C (Tabela 5.1).

Tabela 5.1 — Influéncia do caudal de eluente na separacao cromatografica de uma mistura de xilose
(2000 ppm) e glucose (1000 ppm) — o detector operou a uma pressao de 0,5 bar e uma temperatura

de operacéo de 85 °C.

Caudal Tempo de Area dogaico
(mL/min) | retenc&o (min) (cm”)
0,35 23,95 9,5
0,4 20,4 9,3
0,45 18,4 9,1

E de ressalvar que o tempo de retencdo determinado para cada caudal, corresponde
apenas a um pico desta mistura xilose/glucose

A partir dos dados apresentados na Tabela 5.1, verifica-se que um incremento no caudal de
eluente origina uma diminuigdo do tempo de retencao da mistura e também na &area do pico.
Isto encontra-se de acordo com 0 que se esperava, pois se o caudal de eluente aumenta,
entdo o tempo de contacto da amostra com a fase estacionaria tende a ser menor. A
diminuicdo da area do pico pode ser explicada pelo principio de funcionamento do detector,
uma vez que apenas uma parte da amostra é volatilizada e dirigida para o detector, sendo
as grandes gotas atraidas para um sifdo. Com maiores taxas de fluxo, a eficiéncia da

volatilizacdo diminui e, consequentemente, a resposta do detector também diminui.
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Como a resolugao dos picos ndo melhorou usando um caudal mais pequeno (0,35 mL/min),
optou-se por se utilizar um caudal de 0,4 mL/min, tornando assim o tempo de analise entre
as sucessivas amostras mais curto.

Testadas as condi¢des operacionais (caudal de eluente 0,4 mL/min, presséo e temperatura
do detector operando, respectivamente, a 0,5 bar e 85 °C, e a coluna operando a 80 °C),
determinou-se o respectivo tempo de retencdo para cada solugdo padrdo de acucar,

conforme apresentado na Tabela 5.2.

Tabela 5.2 — Tempos de retencdo correspondentes a cada um dos 3 aguUcares - glucose, xilose e
arabinose (caudal de eluente 0,4 mL/min, pressdo e temperatura do detector, respectivamente, 0,5
bar e 85 °C, e coluna a 80 °C).

. Tempo de
Acucares ~ .
retencdo (min)
Glucose 20
Xilose 21,4
Arabinose 24,2

Através da analise da Tabela 5.2, observa-se que a glucose e a xilose apresentam tempos
de retencdo muito préximos. No entanto, constata-se que a glucose é o padrdo que
apresenta menor tempo de retencdo e portanto elui mais rapidamente da coluna,
pressupondo assim que tem uma maior interaccdo com a fase mével do que com a

estaciondria, comparativamente aos outros dois acucares (xilose e arabinose).

5.3.2.3. Influéncia da atenuacdo do detector

A atenuacgdo do detector foi determinada por um acordo entre a area dos picos e o ruido da
linha de base. Diferentes valores de atenuacdo entre 1 e 128 foram testados, usando
padrées de glucose entre os 500 ppm e 2500 ppm, para uma pressao e temperatura no
detector, respectivamente de 0,5 bar e 85 °C, uma temperatura na coluna de 80 °C, e um
caudal de eluente de 0,4 mL/min.

A partir da analise do cromatografo, constatou-se que um incremento na atenuacdo do
detector promove uma diminuicdo da sensibilidade deste, bem como uma diminuicdo do

ruido da linha de base.

Uma vez optimizadas as condicdes experimentais a usar na andlise por HPLC e
determinados os tempos de retencdo dos padrées de acgUcar, prosseguiu-se para a

determinacdo dos tempos de retencdo nas amostras e quantificacdo dos acucares.
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A partir da andlise dos tempos de retencdo e dos respectivos picos das amostras, verificou-
se: 0 tempo de retengdo das amostras foi de 20 min e os picos das amostras apresentam
um comportamento assimétrico, semelhante aos padrdes de glucose.

Perante estas circunstancias, concluiu-se que o Unico agucar presente nas amostras é a
glucose.

A Figura 5.3 mostra os resultados obtidos inerentes da aplicacdo do método HPLC.

700
-5 6,00 700 - m Ensains nos vértices
£ 500 60—
g ] 500 m Reéplica dos ensaios nos
= 400 Al
™ 4,00 vertices
2 300 3,00
= 200, %gg B Ensaios no centro
2 1o 000310 11
S 2457 68 Ensaios

Ensaios

Figura 5.3 — Massa de glucose obtida em cada um dos ensaios e respectivas réplicas, determinada

através da analise cromatogréafica HPLC — ELSD.

A partir do grafico obtido (Figura 5.3) constata-se que 0s ensaios/réplicas nos vértices
realizados a 65 °C, independentemente da razdo volume de enzima/massa de biomassa
utilizada (ensaios 5/7 e 6/8), resultaram numa maior producdo média de glucose.
Relativamente aos ensaios realizados a 50 °C (ensaios 1/3 e 2/4), constatou-se que para
ambas as razfes usadas a produc¢do média de glucose foi de aproximadamente 5 g.

Os ensaios efectuados nos vértices a 65 °C (ensaios 5/7 e 6/8) resultaram numa producéo
média de glucose de 6,5 g e 5,8 g, respectivamente para uma razado volume de
enzima/massa de biomassa de 5 mL/100 g e 25 mL/100 g.

Relativamente aos ensaios no centro (ensaios 9, 10 e 11) mostraram uma produ¢do média
de massa de glucose de 4,3 g, comparativamente inferior aos ensaios/réplicas nos vertices.
Através dos resultados pode concluir-se, de um modo geral, que o aumento da temperatura
favorece a producao de glucose.

Ficou também evidente, que apenas para 65 °C, e usando uma razdo 5 mL/100 g a

producao do acucar aumenta.

5.3.3. Andlise por ultravioleta-visivel

Verificou-se experimentalmente, a absorvancia da glucose a dois comprimentos de onda,

respectivamente 200 nm e 285 nm (escolheu-se 200 nm porque além de ser o comprimento
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de onda mais afastado daquele em que se observava a absorvancia dos outros dois
acucares, o valor de absorvancia foi comparativamente maior). A absorvancia da xilose foi
observada a 278 nm e a arabinose absorveu em dois comprimentos de onda diferentes,
respectivamente 243 e 277 nm. Como 277 nm se encontra muito proximo do comprimento
de onda para a absorgéo da xilose, entdo a quantificagdo da arabinose foi realizada a 243
nm, devido a dificuldade de distingédo destes dois agucares.

Através da analise dos valores de concentracdo obtidos, constata-se que estes ndo fazem
sentido. Pois os valores de concentracdo de cada acucar (glucose, xilose e arabinose) sao
elevadissimos.

Uma possivel explicagdo podera estar relacionada, com o facto de o aparelho estar a ler a
concentracdo de acucares totais e nao individuais. Por outro lado, a seleccdo do
comprimento de onda da arabinose a 243 nm, podera nao ter sido o mais adequado, j4 que
ao tracar-se o espectro, se verificou que, para este comprimento de onda a absorvancia é
menor.

Poder& assim, concluir-se que a técnica de espectroscopia de UV-Vis, nao € a aconselhavel
para a identificacao de agucares individuais, funcionando apenas como técnica qualitativa.
Constata-se que de entre 0s agucares presentes nas amostras, a glucose e a xilose sdo 0s

aglicares que apresentam maior concentragao.

ApOs a aplicagéo dos trés métodos estudados, optou-se por usar o método refractométrico,
em detrimento do HPLC-ELSD, na determinacdo dos aclUcares presentes apos a etapa de
hidrélise e apds a etapa de fermentagéo. Isto porque € um método mais expedito, pois o
tempo de andlise das amostras é muito mais rdpido (no conjunto cerca de 15 minutos)
comparativamente com o método por cromatografia liquida de alta eficiéncia (cerca de 20
minutos para cada amostra). Além disso, os resultados da aplicacdo de ambas as técnicas
foram bastante semelhantes.

Apbés a optimizacdo da etapa de hidrélise enzimatica, utilizaram-se as melhores condi¢fes

com vista a obtencdo de maior producéo de etanol.

5.4. Etapa da fermentac&o

A Figura 5.4 que se segue mostra o resultado das eficiéncias de hidrélise e fermentacao,
relativas a aplicagdo das melhores condi¢des para o ensaio médio 5/7 (temperatura de 65
°C e razédo volume de enzima/quantidade de biomassa de 5 mL/100 g.

Pela observacao do gréfico, constata-se que a eficiéncia média da hidrélise e fermentacéo

foi de 84,5 % e 59,4 %, respectivamente.
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Relativamente a eficiéncia da hidrdlise, verifica-se que esta se encontra proximo do valor
tedrico esperado (88 %). O valor de eficiéncia da fermentag&o obtido foi baixo, isto porque
de uma massa média de glucose de 6,24 g resultante da etapa de hidrolise, apenas 3,70 g

foram convertidas em etanol, restando 2,54 g que ficaram por ser fermentadas.

100,0% ;
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Figura 5.4 — Eficiéncia das etapas de hidrdlise e fermentacéo, obtida para as melhores condi¢des
(temperatura 65 °C e razao volume de enzima/quantidade de biomassa de 5 mL/100 g), através da

andlise por refractometria.

Apesar da eficiéncia da etapa de hidrélise nos indicar, que a maior parte dos agucares
presentes na amostra inicial foram libertados, seria de esperar que a eficiéncia da
fermentagéo fosse maior.

Uma possivel explicagdo poderd relacionar-se com a auséncia de arejamento forgado
(introducédo de ar comprimido) no meio, pois sabe-se que quanto maior a disponibilidade do
oxigénio maior a actividade dos microrganismos.

Experimentalmente, o oxigénio usado pelas leveduras constou apenas do que ja se
encontrava dissolvido no meio, o que podera néo ter sido suficiente.

Na etapa da destilacdo, ndo se conseguiu separar 0 etanol do mosto. Abaixo, encontra-se
representado um gréfico, relativo a massa de etanol (tedrico, real e obtido na destilacéo),

para os ensaios meédios 5/7.

O Massa etanol

3,50-/ Tedrico
= 3.'3"3'-/ W Massa etanol
3 2,50-/ real
= 2.'3"3'-/ OMassa etanal
g 1.50-/ obtida na
E 1,00-/ destilagéo
= 0504

0,00

Amostras (T=65°C
Venzima=0,5mL)

Figura 5.5 — Massa de etanol tedrico, real e obtida por destilagao, para as condigGes 6ptimas

(temperatura 65°C e raz&o volume de enzima/quantidade de biomassa = 5 mL/100g).
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A partir da observagdo do grafico (Figura 5.5), constata-se que a massa média de etanol

real foi de 1,9 g e a média obtida pela curva de calibracédo (1,44 g) foi inferior a média obtida

teoricamente (3,32 g).
A massa de 1,44 g corresponde a uma taxa de alcool de 0,5% no mosto fermentado. Esta %

de etanol é muito baixa, o que significa que a pouca quantidade de alcool produzido estava

diluido num grande volume de amostra.
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6. Custos de producdo em cada uma das etapas

Apbs optimizacdo do processo, determinou-se 0s custos inerentes a cada etapa. A Tabela
6.1 que se segue apresenta os resultados dos custos de energia e agua gastos para cada

etapa do processo.

Tabela 6.1 — Valores do custo de energia e agua de cada etapa, bem como o custo global do

processo de producédo do bioetanol, para 390 g de biomassa.

Total Energia Agua
(€) (€) (€)
Pré-tratamento 167,91 157,30 10,61
Fermentacao 65,34 65,28 0,06
Destilagéo 0,98 0,17 0,81
Hidrolise 233,30 232,75 0,55
Reagentes 2,67 - -
HPLC 2,58 2,57 0,0076
EspectroIR';o metro 0,02 0,02 0,0018
Refractometro 0,05 0,05 -
Total (€) 470,19

Através da andlise da Tabela 6.1, constata-se que o custo total do processo foi de 1,21 €/g
de biomassa. Observa-se que as etapas que tém um maior consumo de energia sao o pré-
tratamento e a hidrélise enzimatica.

De ressalvar, que os custos da etapa da destilacdo a nivel experimental sdo pouco

significativos, no entanto a nivel industrial os custos desta etapa seriam mais significativos

comparados com outras unidades do processo.

Por outro lado, a etapa do pré-tratamento € aquela que exigiu um maior consumo de agua.
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7. Conclusdes e Sugestdes para trabalhos futuros

Foi optimizada a producdo de bioetanol a partir de um residuo organico proveniente da
central de compostagem da Lipor, obtido na 32 etapa de compostagem de residuos
provenientes da recolha selectiva de matéria organica biodegradavel em restaurantes,
cantinas, mercados e jardins.

A biomassa foi previamente triturada de modo a obter uma granulometria de cerca de 1 mm.
Foram testados cinco pré-tratamentos desta biomassa: hidrélise acida, hidrolise alcalina,
organosolv e hidrotermdlise, respectivamente a uma pressao de 16 bar e atmosférica.

ApGs a aplicacdo do pré-tratamento, a biomassa foi submetida a uma etapa de hidrélise
enzimatica, a fim de libertar a glucose. A glucose foi posteriormente fermentada a bioetanol.
Através da andlise dos resultados pode-se concluir que:

* O melhor pré-tratamento foi conseguido aplicando a hidrélise alcalina (200 mL de
uma solucédo de hidréxido de sodio a 10% para 20 g de biomassa, a pressao de 2
bar, a uma temperatura de 124 °C, com um tempo de contacto de 6 minutos),
obtendo-se um rendimento em glucose de 89,2 %;

« As condi¢cbes optimizadas na etapa de hidrdlise enzimética foram: temperatura
de 65 °C e razado volume de enzima/quantidade de biomassa de 5 mL/100g;

* Relativamente a eficiéncia da etapa de hidrélise, os melhores valores obtidos
foram de 81,7 % e 87,3 %. Ambos se encontram dentro do valor tedrico esperado
de 88 %.

» A eficiéncia da etapa de fermentacao foi de 59,3 % e 59,5 %, sendo a massa de
etanol obtida 1,86 g e 1,93 g, respectivamente para o ensaio 5 e sua réplica.
Estes valores encontram-se muito abaixo do que era esperado ja que se deveria
ter obtido (teoricamente) 3,37 g e 3,26 g, respectivamente para 0S ensaios em
causa. A justificacdo para este baixo rendimento pode estar relacionada com a
inexisténcia de ar em quantidade suficiente para que a etapa de fermentacdo
ocorresse ou com uma baixa actividade das leveduras utilizadas no processo;

« O rendimento global em bioetanol foi de 0,18 g bioetanol/ g biomassa;

* O custo global do processo foi de 1,21euros/g biomassa.

Em trabalhos futuros poderdo ser tomados em consideracdo alguns aspectos de entre os
quais se salienta:
e Testar um pré-tratamento biolégico (seleccionando um fungo apropriado, variar a
razdo C/N, testar o tempo de contacto com a amostra);
e Caracterizacdo completa da biomassa usada no estudo, compreendendo a

determinacgé&o do teor de lenhina (e também no bolo e no hidrolisado);
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» Estudar o efeito da concentragdo de oxigénio dissolvido no meio, durante o processo

fermentativo;
e Testar outro tipo de leveduras no processo fermentativo;

e Testar a sacarificacao e fermentacao simultaneas.
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Anexos

A. Determinacao do teor de humidade na biomassa

A amostra de biomassa proveniente da LIPOR, numa primeira fase foi triturada/moida e
peneirada. Posteriormente foi homogenizada de modo a que qualquer toma pudesse ser
representativa da amostra inicial. Determinando-se por fim o teor de humidade, que foi de
3,24 %.

Tabela A.1 — Determinacgédo do teor de humidade média presente na amostra de biomassa

proveniente da LIPOR.

A ) Massa cadinho Massa amostra Média massa (cadinho+amostra apos Humidade
mostra
) C) estufa) (9) (%)
1 51,2808 5,3440 56,4522 3,23

Exemplo de célculo, para determinar o teor de humidade (%) presente na amostra 1.

53440~ (56,4522- 51,2809
53440

%humidade= x100= 323%

B. Optimizacao do pré-tratamento

A primeira etapa a optimizar foi o pré-tratamento. De seguida, apresenta-se uma tabela
relativa as massas de amostra usadas para cada uma dos respectivos processos, bem

como as condi¢des de operagao dos mesmos.

Tabela B.1 — Dados referentes as condi¢cdes experimentais usadas, para cada pré-tratamento de uma

amostra pesando cerca de 20 g.

Pré-tratamento Massa de Pressdo | Temperatura | Tempo de contacto
amostra (g) (bar) (°C) (min)
Hidrotermdlise 20,9518 16 204 15
Hidrotermolise 20,8898 0,81 120 15
(Patmosférica)
Hidrdlise acida 20,0312 16,5 201 15
Hidrolise alcalina 20,0678 2 124 6
Organosolv (6:1) 20,2538 21 190 30
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Os resultados obtidos, apds a aplicacdo de cada pré-tratamento, encontram-se resumidos
na Tabela B.2.

Tabela B.2 — Resultados da massa de glucose obtida, apés a aplicagdo de cada um dos processos

de pré-tratamento.

Conc Conc.
~ Conc. ' de Volume | massa
. Concentragéo | Factor , de
Pre- d . d acucares | glucose de de
tratamento € acucares g€ OBriX (apgs | O LCOS€ 5 filtrado | glucose
totais © Brix | diluicdo (apos lida (apos
diluigao) L diluig&o) (mL) (9)

Hidrotermélise 1,15 | T 1,15 8,50 8,50 214 1,82

Hidrotermolise 150 | - 1,50 12,17 | 1217 20 0,24

(Patmosférica) '

Hidrolise acida 215 | T 2,15 18,96 | 18,96 500 9,48
Hidrolise 6,00 10 1,20 903 | 9027 | 144 | 13,00
alcalina

Organosolv 5,25 10 0,60 2,75 27,51 94 2,59

Para a determinacdo dos resultados foi necesséario tracar uma curva de calibracdo dos
padrdes de glucose em g/L e efectuou-se a sua conversao para ° Brix. A Figura B.1 mostra

esta curva de calibracéo.
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Figura B.1 — Variacdo da massa de glucose para cada uma das amostras e respectivas réplicas.

Exemplo de célculo, para determinar a massa de glucose no processo de pré-tratamento por

hidrélise alcalina.

Apos a amostra ter sido submetida a uma pressdo de 2 bar e uma temperatura de 124 °C
durante um tempo de contacto de 6 minutos, efectuou-se a leitura da concentragdo de

acucares no refractometro (° Brix).
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A amostra apresentava 6,00 °Brix, pelo que teve que ser diluida 10 vezes, repetindo-se a
leitura da concentracdo em © Brix. Pela curva de calibracéo calculou-se a massa de glucose
obtida.

C = 600’ Brix
Apbs diluicdo de 10x, amostra apresentava 1,20 °Brix, entdo vem:
X =(120- 0337)/0,0956= 903g/L
Sendo o factor de diluicdo de 10x, entdo vem:
X =903x10=9027g/L
Uma vez conhecido o volume de filtrado a que corresponde a concentracao de aglcares que
se determinou, é possivel determinar a quantidade total de agucares na solucdo resultante

do processo de pré-tratamento.
massade glucose = 9027g/L x 0144L =1300¢

C. Optimizagéo da hidrdlise enzimatica

Como a hidrélise alcalina foi o pré-tratamento que resultou numa maior producdo de
acUcares, foi a partir deste processo que se prosseguiu para as restantes etapas
subsequentes, mas agora usando apenas 10 g de amostra.

Um total de 11 amostras foi sujeito a hidrélise alcalina, aplicando-se como condicdes
operatorias as seguintes: pressdo = 2 bar, temperatura = 124 °C e um tempo de contacto de
6 minutos, usando-se 100 mL de solugéo de NaOH a 10% para cada 10 g de biomassa.

De seguida, apresenta-se a Tabela C.1 relativa as condigées experimentais, resultantes da

aplicacao do pré-tratamento mencionado.
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Tabela C.1 — Dados relativos aos parametros estudados no pré-tratamento das amostras, mas

usando agora 10 g de amostra.

Amostra Massa de Temperatura | Pressao
amostra (g) (°C) (bar)
1 10,0736 124 2
2 10,2710 124 2
3 10,0926 124 2
4 10,0867 124 2
5 10,0051 124 2
6 10,9250 124 2
7 10,1802 124 2
8 10,5952 124 2
9 10,6924 124 2
10 10,2158 124 2
11 10,0767 124 2

ApOs a aplicacdo do pré-tratamento, sobre cada uma das 11 amostras, prosseguiu-se para a
optimizacdo da etapa de hidrolise enzimatica.

Na optimizacdo da etapa de hidrolise enzimética, manipularam-se dois parametros que
afectam a actividade da enzima “AccelleraseTM 1000”, a temperatura e a razdo volume de
enzima/quantidade de biomassa, mantendo o pH constante entre a gama Optima indicada
para as enzimas entre 4 e 5, a agitacdo a 30 rpm e um tempo de contacto de 70h.

A Tabela C.2 mostra as condicdes de temperatura e razédo volume de enzima/quantidade de
biomassa usadas nas amostras/réplicas, resultante da aplicacdo de um planeamento

factorial (2°).
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Tabela C.2 — Condi¢bes de temperatura e razao volume de enzima/quantidade de biomassa usadas
no processamento por hidrélise enzimatica de cada uma das 11 amostras, resultante da aplicagdo do

planeamento factorial (2%).

Volume de

Amostra Temperatura | enzima (mL)

(°C) /Quantidade

de biomassa
1 50 0,5
2 50 2,5
3 50 0,5
4 50 2,5
5 65 0,5
6 65 2,5
7 65 0,5
8 65 2,5
9 57,5 1,5
10 57,5 1,5
11 57,5 1,5

Todos os hidrolisados resultantes desta etapa, foram filtrados por um sistema de filtracédo a
vacuo, obtendo-se o bolo e o filtrado. No filtrado aplicaram-se trés técnicas analiticas
distintas para a quantificacdo dos aclcares resultantes: indice de Refraccdo (IR),
espectrofotometria UV-Vis e HPLC com detector ELS. A descricdo experimental das
mesmas sera apresentada mais a frente nos pontos C.1, C.2 e C.3.

De seguida, apresenta-se a Tabela C.3 com os resultados da massa de glucose obtida em
cada uma das 11 amostras, determinada por refractometria, a partir de uma curva de

calibracdo (°Brix em funcdo da massa de glucose).
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Tabela C.3 — Valores da concentragéo de agUcares em °Brix obtidos para uma das 11 amostras, e

respectivas massas de glucose, analisadas por refractometria.

Amostra Concentracdo de aglicares | Conc. glucose Volume de Massa de

totais °Brix (g/L) filtrado (mL) glucose (g)
1 3,5 33,1 145 4,80
2 3,5 33,1 154 5,10
3 2 17,4 270 4,70
4 2 17,4 270 4,70
5 3 27,9 220 6,13
6 2,5 22,6 250 5,66
7 2 17,4 375 6,52
8 2,5 22,6 270 6,11
9 1 6,93 510 3,54
10 1,25 9,55 425 4,06
11 1,5 12,7 365 4,44

Para a determinacéo dos resultados usou-se a curva de calibracdo da Figura B.1.

Exemplo de célculo, para determinar a massa de glucose resultante da aplicacdo de um pré-

tratamento alcalino e da hidrélise enziméatica, pelo método refractdbmetrico, na amostra 1:

Amostra 1: 3,5 ° Brix
Curva de calibracéo:
Y =0,0956x + 0337
(35- 0337)
x=+——~=331g/L
0,0956 39
Como o volume de filtrado para esta amostra foi de 145 mL, entdo a massa de glucose

obtida foi de 4,8 g.
massade glucose = 331x 0145= 48g

Outro método analitico usado para determinar a concentracdo de agucares foi o HPLC-ELS.
Depois de optimizadas as condicbes experimentais a usar e determinados os tempos de
retencdo dos padrbes de aguUcar, prosseguiu-se para a determinagdo dos tempos de
retencdo das amostras.

A partir da andlise dos tempos de retencdo e dos respectivos picos das amostras, verificou-
se: 0 tempo de retengdo das amostras foi de 20 min e 0s picos das amostras apresentam

um comportamento assimétrico, semelhante aos padrdes de glucose.

76



Producéo de bioetanol a partir de um residuo organico proveniente da central de compostagem da LIPOR

Perante estas circunstancias, conclui-se que o agUcar presente nas amostras € a glucose.

Na Tabela C.4 e Figura C.1 encontram-se representadas as massas médias dos picos
obtidos respectivamente para cada um dos padrées de glucose (concentragdes entre 500 e
2500 ppm) e a respectiva curva de calibragdo — a determinagéo da area de cada pico foi

feita por pesagem.

Tabela C.4 — Valores de cada padréo de glucose entre 500 e 2500 ppm e respectivas massas médias

para cada um dos picos de glucose.

Concentracao média das
m; (9) m; (9)
(ppm) massas (g)
500 0,0059 0,0074 0,0066
750 0,0111 0,0093 0,0102
1000 0,0150 0,0163 0,0156
1500 0,0325 0,0417 0,0371
2000 0,0523 0,0402 0,0462
2500 0,0841 0,0716 0,0778
0,09

= 0,08 —

2 007 y =3E-05x- 0,0155 P

= R==05678

E 0,06 I /

2 /

5 0,05 / .

E 0,04 /

E 0,03 /

£ 0,02 z

£ 0,01 ’/'/

o - . . . .
0 BOD 1000 1500 2000 2500 3000

Concentragdo dos padrées de glucose (ppm)

Figura C.1 — Variacdo das massas médias dos picos em funcao da concentracédo dos padrdes de

glucose.

Na Tabela C.5 apresentam-se os valores da massa de glucose obtida em cada um dos

ensaios de hidrélise alcalina seguida de hidrolise enziméatica.
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Tabela C.5 — Valores da massa de glucose (g), obtida apés a etapa de hidr6lise alcalina seguida de

hidrolise enzimatica, para cada uma das 11 amostras, determinada por HPLC-ELS.

Amostra | m 1 (@) | ms (@) média das | Concentracao final Yolume de Massa de

massas (g) | de glucose (ppm) filtrado (mL) | glucose (@)
1 0,0302 | 0,0290 0,0296 32443 145 4,70
2 0,0298 | 0,0300 0,0299 32659 154 5,03
3 0,0114 | 0,0108 0,0111 19120 270 5,16
4 0,0106 | 0,0111 0,0109 18940 270 5,11
5 0,0233 | 0,0234 0,0234 27942 220 6,15
6 0,0159 | 0,0154 0,0157 22397 250 5,60
7 0,0158 | 0,0160 0,0159 18061 375 6,77
8 0,0152 | 0,0161 0,0157 22397 270 6,05
9 0,0058 | 0,0050 0,0054 9009 510 4,59
10 0,0083 | 0,0055 0,0069 9657 425 4,10
11 0,0106 | 0,0109 0,0108 11321 365 4,13

Apesar do método de analise por espectrofotometria de UV-Vis ndo ter dado resultados
fihveis em termos de analise quantitativa, apresentam-se de seguida os graficos tracados

para os padrdes de glucose e arabinose.

@ -
|

Figura C.2 — Espectro de absorcao do padrao de glucose na concentracdo de 100 g/L, tracado para o

comprimento de onda entre 200 e 250 nm.
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Figura C.3 — Espectro de absorcdo do padrdo de arabinose na concentracdo de 100 g/L, tragado para

o comprimento de onda entre 200 e 364 nm.

ApOGs a aplicacdo de cada um dos trés métodos estudados optou-se por usar 0 metodo
refractométrico em detrimento do HPLC-ELSD na determina¢do dos agUcares presentes na
hidrélise e na fermentacao. Isto porque € um método mais expedito, pois o tempo de analise
das amostras é muito mais rgpido (no conjunto das amostras analisadas cerca de 15
minutos) comparativamente com o método de andlise por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (cerca de 20 minutos para cada amostra). Além disso, os resultados da aplicacdo
de ambas as técnicas foram bastante semelhantes.

Apbs a optimizacado da etapa de hidrélise enzimatica, utilizou-se as melhores condicbes com
vista a obtencdo da maior producdo de etanol, isto é, uma temperatura de 65 °C e razdo

volume de enzima/quantidade de biomassa de 5 mL/100 g.

C.1. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC )

C.1.1. Reagentes

Utilizou-se &gua ultra pura, filtrada e desgaseificada, como eluente. O gas usado para
promover a vaporizacdo do eluente foi 0 ar comprimido, proveniente de um compressor com
secador e filtro.

A quantificacdo dos aclUcares nas amostras foi efectuada tomando como base solucbes

padréo de glucose, xilose e arabinose.

C.1.2. Preparacgéo das solucdes padréo

A calibracdo da resposta do equipamento foi realizada a partir da analise de solugbes
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padrdo de glucose, xilose e arabinose dissolvidas em agua ultra pura. As gamas de
concentracdo usadas nos padrbes foram respectivamente 500, 1000, 1500, 2000 e 2500
ppm.

Todas as solu¢des padrao e amostras foram filtradas por um sistema de vacuo, usando uma
membrana de porosidade 0,22 um. A injeccdo das amostras na coluna foi efectuada através
de uma membrana com porosidade de 0,45 pm.

C.1.3. Equipamento

O equipamento usado nesta técnica cromatogréfica foi o HPLC marca Gilson, composto por
um injector de amostras modelo 231 XL equipado com um loop de 20 uL, uma bomba
modelo 307. O detector usado foi um ELS, modelo PLEMD 960, da Polymer Laboratories. O
forno de colunas é da marca Eldex CH-150. O integrador € da marca Shimadzu, modelo C-
R3A chromatopac. A coluna usada foi a Hi-Plex Pb 8 um, de dimensées 300x7,7 mm.

A Figura C.4 ilustra o esquema de montagem usado na técnica de espectroscopia HPLC.

Forno de
colunas
— DetectorELSD
njectarde
HFLC Eluente
| - = Integradar
Bomba de |
HFLC Coentrolador de
temperatura
Conjunto
valvula de
injeccao

Figura C.4 — Esquema de montagem usado na técnica de analise por HPLC com ELSD.

C.1.4. CondicBes experimentais

A optimizacdo do processo de analise por HPLC-ELSD foi baseada no estudo dos

parametros tais como: caudal de eluente, atenuacédo do detector.
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As condi¢fes operacionais usadas nesta técnica foram um caudal de eluente de 0,4 mL/min,
correspondente a uma pressao na coluna de 19 bar, e uma temperatura de trabalho na
coluna de 80 °C. Por sua vez, o detector operou a uma presséo de 0,5 bar correspondente a
um caudal de ar de 4,5 L/min, a uma temperatura de 85 °C, com uma atenuacdo de 64, uma
constante de tempo de 1 s e uma ampliacéo do sinal de 4. O integrador funcionou com uma

atenuacao de 0. O tempo entre as sucessivas analises foi de cerca de 20 minutos.

C.1.5. Quantificacao

Cada solucao padrdo foi analisada em duplicado, sendo entdo construida a curva de
calibragdo com os valores médios das andlises.
As amostras foram também analisadas em duplicado e os resultados da analise foram

convertidos em concentracdo, usando as curvas de calibracéo.

C.2. indice de Refraccéo (IR)

C.2.1. Reagentes

Utilizou-se como reagentes agua desionizada, solu¢des padréo de glucose e élcool etilico a

96% para limpeza das células.

C.2.2 Preparacgdo das solucdes padrao

Na optimizacdo da hidrélise enzimatica, prepararam-se solu¢des padrdo de glucose
dissolvidas em agua desionizada. As gamas de concentracdo usadas foram de 1 a 50 g/L,

respectivamente.

C.2.3. Equipamento

O equipamento usado nesta técnica foi um refractometro do tipo ABBE, marca Atago.

C.2.4. Condi¢Oes experimentais

A determinacdo dos acUcares totais presentes nas amostras foi realizada a temperatura
ambiente (22 °C).
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C.2.5. Quantificacao

Como o método refractométrico ndo consegue distinguir os aclUcares presentes em cada
uma das amostras, determinou-se a concentracdo dos acucares totais presentes nas
mesmas. Para isso, tracou-se uma curva de calibracdo com solucdes de glucose em

concentracdes de 1 a 50 g/L e converteu-se a sua leitura para ° Brix.

C.3. Ultravioleta Visivel (UV-Vis)

C.3.1. Reagentes

Usou-se agua desionizada, e solu¢des padrao de glucose, xilose e arabinose.

C.3.2. Preparacao das solugdes padréo

A calibragdo da resposta dos equipamentos de espectrofotometria UV-Vis foi realizada a
partir de solugBes padrédo de glucose, xilose e arabinose em agua desionizada. As gamas de

concentragdes usadas para os padrdes foram 20, 40, 60, 80 e 100 g/L.

C.3.3. Equipamento

Nesta técnica de espectrofotometria na regido do ultravioleta visivel, usaram-se dois
equipamentos para quantificacao dos trés aclcares (glucose, xilose e arabinose), presentes
nas amostras. O espectrofotometro Shimadzu, modelo UV-160A, e o espectrofotometro

Shimadzu, modelo UV-1700 pharmaspec.

C.3.4. CondicBes experimentais

Inicialmente, prepararam-se, respectivamente solu¢cdes mae de glucose, xilose e arabinose
de concentracdo 100 g/L. Posteriormente tracou-se o espectro de absorcdo entre os 200 nm
e 0s 364 nm para cada uma das solugdes-mée de concentragédo 100 g/L, e seleccionou-se o
comprimento de onda de absorcdo para cada agucar. Os comprimentos de onda
seleccionados para a glucose, xilose e arabinose foram respectivamente: 200 nm, 278 nm e
243 nm.

De seguida, calibrou-se os equipamentos UV-Vis, usando-se padrbes de concentragdo 20,
40, 60, 80 e 100 g/L, respectivamente para cada agucar.

O tempo entre as sucessivas analises foi de cerca de 5 minutos.
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C.3.5. Quantificacao

A guantificacdo da glucose, xilose e arabinose em cada uma das 11 amostras, foi obtida
através da medicdo da absorvancia. A partir da curva de calibracdo tracada para cada uma
das solucdes padrdo dos aclUcares em questdo, determinou-se a concentracdo de cada
aclcar em cada amostra.

Cada solucao padréao e amostra foram analisadas em triplicado.

D. Optimizacéo da fermentacao

Como as condi¢cdes Optimas determinadas para a hidrélise enzimatica foram para uma
temperatura de 65 °C e para uma razado volume de enzima/quantidade de biomassa de 5
mL/100 g, repetiu-se a sequéncia hidrélise alcalina e hidrélise enzimatica nhuma nova
amostra, e efectuou-se a fermentacdo, usando agora as condi¢cfes optimizadas para cada
etapa.

Os resultados obtidos ap6s a aplicacdo da hidrélise enzimatica encontram-se resumidos na
Tabela D.1.

Tabela D.1 — Valores da concentracdo de aglcares apés a etapa de hidrélise enzimatica nos ensaios

gue se revelaram mais eficientes em termos de producao de aclcares.

Amostra ° Brix ° Brix ° Brix Concentragdo a saida Volume de Massa de
(ensaio 1) | (ensaio 2) | (meédia) da hidrolise (g/L) solugéo (mL) | aglcares (g)
5 4 4,5 4,25 40,93 150 6,14
7 4 4,5 4,25 40,93 155 6,34

Na execucdo da fermentacao, utilizou-se uma levedura (Saccharomyces cerevisea), capaz
de fermentar os acuUcares resultantes da saida da etapa de hidrélise em etanol. A Tabela
D.2 apresenta a massa de levedura usada no ensaio 5 e sua réplica 7, bem como o valor do

pH ajustado (esta levedura funciona nas condicbes 6ptimas de pH entre 5 e 6).

Tabela D.2 — Valores da massa de levedura usada e do pH ap0s ajuste, para a amostra 5 e sua

réplica, 7.
Amostra Mievedura (g) pH
5 0,2013 5,49
7 0,1999 5,33

Exemplo de célculo, para determinar a massa de levedura a usar na fermentacao.

Tendo em vista a relagéo tedrica, expressa na bibliografia:
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1x10celulas = lglevedura

3x10° —10"celulas = 1mL

Escolheu-se um volume de 200 mL, e calculou-se a massa de levedura necessaria a partir

da relagéo descrita.

V =200mL

9200><107 ) B

massadeleadura= - =029
1x10

Depois de se ter realizado a fermentacdo em condi¢cfes aerbbias, durante 48 h, determinou-

se no mosto fermentado a concentracdo de aclcares a saida da fermentacdo. A Tabela D.3

resume os resultados obtidos.

Tabela D.3 — Valores da concentracao de aclcares a saida da etapa de fermentacéo.

) ) . Concentracdo a Volume de
° Brix ° Brix ° Brix i Massa de
Amostra . . o saida da solugéo i
(ensaio 1) | (ensaio 2) (média) . acucares (g)
fermentacao (g/L) (mL)
5 1 1 1,00 6,94 360 2,50
7 1 1 1,00 6,94 370 2,57

Depois de calculadas as massas de agucares apos a etapa de hidrolise enzimatica e apds a
etapa de fermentacdo, determinou-se a eficiéncia média para as respectivas etapas. Na

Tabela D.4, encontram-se os valores de eficiéncia média obtidos nas respectivas etapas

indicadas.

Tabela D.4 — Valores da eficiéncia média da hidrolise enzimatica e fermentacao.

Eficiéncia Eficiéncia
Amostra o
hidrélise fermentacéo
5 81,7% 59,3%
7 87,2% 59,5%
Média 84,5% 59,4%

O célculo da eficiéncia da etapa de hidrolise enzimatica e da etapa de fermentagdo

encontram-se seguidamente exemplificados, para a amostra 5.
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Exemplo de célculo (amostra 5), para determinar a eficiéncia da hidrélise enzimatica.

Inicialmente, calculou-se a massa seca da amostra em causa. Sabendo que se partiu de
10,3540 g de amostra inicial, determinou-se a massa seca a partir do teor de humidade
média, 3,24 %.

massaeca = 103540—-10,3540x ( fﬁglj =100180y

De seguida, calculou-se a massa de celulose e hemicelulose presente na amostra seca.
Para isso, considerou-se que a amostra seca tinha 75 % de celulose e hemicelulose, sendo
os restantes 25 % de lenhina.

A escolha dos 75 %, foi por estimativa, tendo em consideracéo valores de referéncia para

outras matérias.
mass@elulos&hemicelulae = 10’0180X 0!75= 7!519

A eficiéncia da etapa de hidrélise enzimética foi calculada, a partir da massa de celulose e
hemicelulose e da massa de acUcares obtida na referida etapa de hidrolise enzimética
(Tabela D.1).

massadeagares N

mass@elulos&hemicelulae

Eficiénciadahidrolise = 100

614

Eficiénciadahidrélise = x100= 817%
751

Exemplo de célculo (amostra 5), para determinar a eficiéncia da fermentacao:

(m assaa@u O@Sdepoishidélise - massaaguaHe%epoisfermnta@éo)
massadeagiares, qsnasise

(614- 250)
614

Eficiénciadafermentgdo= x100

Eficiéncialafermentado= x100= 593%

A partir da massa de agucares obtida em cada uma das etapas anteriormente referidas
(hidrdlise enzimatica e fermentacéo), determinou-se a quantidade de etanol obtido. A Tabela
D.5 mostra a quantidade de etanol obtido, para as condi¢6es Optimas, isto €, a temperatura

de 65 °C e para uma razédo volume de enzima/quantidade de biomassa de 5 mL/100 g.
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Tabela D.5 — Quantidade de etanol obtido, para as condi¢gbes Optimas.

Quantidade de Massa o mol Massa Massa
n°® mo
aclcares que molecular | n°®mol de molecular de
Amostra ) de
reagiu/converteu | da glucose glucose etanol etanol
etanol
a etanol (g/mol) (g/mol) (9)
5 3,64 0,0202 0,0405 1,86
180 46,07
7 3,78 0,0210 0,0420 1,93

Exemplo de calculo (amostra 5), para determinar a guantidade de etanol obtido, apés o

processo fermentativo:

A guantidade de aguUcares que reagiu/converteu a etanol foi calculada a partir da massa de

acUcares obtida nas Tabelas D.1 e D.3.
Quantidadede acUucaresque reagiu/ converteuem etanol = 614—- 250= 364g

Com a massa molecular da glucose (180 g/mol), calculou-se o niumero de moles de glucose.

n°moles glucose = % =0,0202mol

Como pela estequiometria da reac¢do 1 mol de glucose origina 2 mol etanol, de acordo com

a equagao:
CsHi205 — 2GH0H + 200,

Entao:

n°molesetanol = 0,0202x 2 = 0,0405mol

A partir da massa molecular de etanol (46,07 g/mol) calculou-se a massa de etanol para

conversao completa da glucose.

massade etanol = 0,0405x 4607 = 1869

Seguidamente, na Tabela D.6 apresenta-se o0 maximo de quantidade de etanol (tedrico), o

real e o obtido por destilagéo.

Tabela D.6 — Valores da quantidade maxima de etanol (teérico, real e obtido na destilacao).

Amostras | Maximo Obtido Real Destilagcédo
5 3,37 1,86 1,42
7 3,26 1,93 1,46
Média 3,32 1,90 1,44
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Exemplo de calculo (amostra 5), para determinar a guantidade maxima de etanol (tedrico,

real e obtido por destilacdo).

maximode etanol = 751x 088x1x 051= 337¢g

Neste caso, considerou-se a eficiéncia da hidrélise 88% e considerando que todos os

acucares presentes depois da hidrdlise foram convertidos na totalidade a etanol.
m etanol real = 1869
p=0,7894 g/cm?®
massade etanol obtida por destilagao= (360x 0005)x 0,7894= 1429

Tracou-se uma curva de calibracdo da concentracdo etanol/agua em funcédo do indice de
refraccdo da mistura, e a partir do indice de refraccdo do mosto fermentado, determinou-se

a % de etanol presente no mesmo. A Tabela D.7 e a Figura D.1 ilustram o que se referiu.

Tabela D.7 — Valores do indice de refrac¢cdo em funcéo da % de etanol.

Mistura etanol+agua indice de refraccéo (IR) | % etanol |indice de refracco (IR)
100% agua 1,3341 0 1,3341
10% etanol + 90% agua 1,3389 1 1,3343
20% etanol + 80% agua 1,3399 2 1,3346
30% etanol + 70% agua 1,3487 3 1,3350
40% etanol + 60% agua 1,3545 4 1,3355
50% etanol + 50% agua 1,3585 5 1,3359

1,3360

1

d0

1,3355

¢

1,3350

1

4
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£ fa
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1,3335 T

Figura D.1 — Curva de calibragao % etanol/agua em funcao do indice de refrac¢ao da mistura.

% etanol

3
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A Tabela D.8 apresenta o indice de refraccdo medido na amostra 5 e na sua réplica 7.

Tabela D.8 — Valores da quantidade maxima de etanol (tedrico), real e obtido na destilacao.

indice de
Amostra
refraccéo
5 1,3342
7 1,3342
Média 1,3342

Com a curva de calibracdo e com o indice de refraccdo médio da amostra, determinou-se a
% etanol medio formado.
Y =0,0004x + 1334

indice de refraccdo=1,3342

x = (1,3342- 1334)
0,0004

= 05%

E. Custos das etapas

Apbs a realizacdo do trabalho é importante fazer-se uma estimativa do custo global.

Foi necessario fazer-se algumas consideracdes, tais como o preco da agua 2,2 euros/m?,
para servicos publicos estatais; o preco da electricidade 0,1euros/kWh; bem como o preco
dos acucares (glucose, xilose e arabinose) e da poténcia do forno de colunas que foi

arbitrado.

E.1. Etapa do pré-tratamento

O pré-tratamento envolveu o uso de um reactor de alta pressdo e um banho termostatizado.
Os custos totais deste processo englobam o custo de energia e agua associado a cada

equipamento.

E.1.1. Céalculo do consumo de 4gua

Comecgou-se por calcular o consumo total de dgua no reactor de alta pressdo, seguido do

banho. Para isso, determinou-se o caudal médio de agua (Tabela E.1).
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Tabela E.1 — Valores de volume e tempo usados para calcular o caudal de agua de arrefecimento.

(m%s).

) Caudal 3
Ensaio V (mL) t(s) Caudal (m ~/s)
(mL/s)
1 260 17,44 14,91 1,491E-05
2 365 23,97 15,23 1,523E-05
3 405 27,35 14,81 1,481E-05
Média 343 22,92 14,98 1,498E-05

Exemplo de calculo, para determinar o caudal de agua (exemplo amostra 1).

Caudal de agua=volumede agua/tempo

Caudal de agua= 260 /1744= 1491IE°m®/s

Sabendo que o tempo de operacdo para cada ensaio foi de 3 horas, correspondente a
10800 segundos, calculou-se o volume médio de &gua gasto, conforme verificado no

exemplo de célculo.

Exemplo de calculo, para determinar o volume médio de agua gasto, durante 3 horas de

operacéo.
volumemédio de agua gasto= caudal de aguaxtempode operacao

volumemédio de agua gasto= 1498 ™ x10800= 016m®

Sabendo que o preco da agua por m?, é de 2,2 euros/ m* calculou-se o custo da agua por
operacéo:

custo da agua/ operacado= volumede agua gastox preco da agua

custoda &gua/ operacdo= 016x 2,2 = 036euros

Como o numero de ensaios realizados, nesta etapa foi de 29, entdo o custo do consumo de

agua para o reactor de alta presséo foi de 10,32 euros.

custodo consumode agua= custode agua por operagaok n°ensaios

custodo consumode agua= 036x 29 = 1032euros
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O custo de &gua no banho termostatizado foi calculado a partir do volume de agua no

interior do banho, e do nimero de ensaios realizados (10).

Exemplo de célculo, para determinar o volume médio de dgua gasto, no banho.

volumede &gua no banho= 0,0133n°

custo de agua/ operacdo= 0,0133x 2,2 = 003euros

Sabendo que o ndmero de ensaios fora 10, calculou-se o custo do consumo da agua, no

banho.

custode agua= 003x10= 03euros

O consumo total de 4gua no pré-tratamento € dado:

custodo consumototal de agua= custo do reactor+ custodo banho

custodo consumototal de agua= 1032+ 003 = 1062euros

E.1.2. Célculo do consumo de energia

No reactor de alta pressdo, a manta de aquecimento e o controlador sdo o0s “responsaveis”
pelo consumo de energia e, tal como mencionado anteriormente, o tempo de operagao para
cada ensaio foi de 3h.

A manta tem poténcia de 550 W e o controlador tem uma voltagem de 230 volts e uma
intensidade de corrente de 15 amperes.

Seguidamente, apresenta-se 0 exemplo de célculo do consumo de energia na manta de

aguecimento.

Exemplo de calculo, para determinar o consumo de energia da manta, durante 3 horas de

operacéo.
poténciada manta= 550V

tempode operagédo=3h

poténciado equipamerd

100(
Energia consumidad operacao= % x3=165kW.h

Energia consumidad operacao= xtempode operacéo

Sabendo o preco do kWh, calcula-se o custo de energia/ensaio.
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preco da energia= 0leuros/ kWh
custo de energial ensaio= energiaconsumidapor operacao< preco da energia

custo de energia ensaio= 165x% 01 = 016%euros

Como o numero de ensaios foram 29, entdo o custo total de energia da manta:

custototal de energiada manta= custo de energia por ensaiox n°ensaios

custototal de energiada manta= 0165% 29= 4,79%uros

Seguidamente, apresenta-se o exemplo de célculo do consumo de energia no controlador.

Exemplo de célculo, para determinar o consumo de energia no controlador, durante 3 horas

de operacéo.

poténciado controlada =230x15= 3450V
(3450

Energia consumidd operagao= 1000 x3=1035kW.h
custode energia ensaio= 1035% 01 = 103%euros

Como o numero de ensaios foi 29, entdo o custo total de energia gasta no controlador foi:

custototal de energiado controlada = 1035% 29 = 3002euros

Como a manta de aquecimento estd ligada ao controlador, o consumo de energia da

primeira € muito inferior ao do controlador.
Sabendo que o banho termostatizado apresenta uma poténcia de 1750 W, o tempo de
operagdo do banho foi de 70h e o numero de ensaios realizados foram 10, calculou-se o

custo do consumo de energia deste equipamento.

Exemplo de calculo, para determinar o consumo de energia no banho termostatizado,

durante 70 horas de operacao.

poténciado banhotermostattado=1750V

tempode operagédo=70h
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(1750

Energia consumidad operacao= “100C x70=1225kW.h

custo de energia/ ensaio=1225x 01 = 1225euros

custototal de energiado banho= 1225x10=12250euros

Entdo o custo total de energia:
custototal de energia= custoda manta+ custodo controlada + custodo banho

custototal de energia= 4,79+ 3002+12250=15730euros

Entéo o custo total deste processo serd de 167,91 euros.

custototal do consumodo pré —tratamento= 1062+15730=16791euros

E.2. Etapa de hidrélise enzimatica

Na optimizacdo da etapa de hidrélise enzimatica, usou-se 0 mesmo banho, que foi indicado

no ponto E.1. No entanto, o nUmero de ensaios realizados foram 19.

E.2.1. Célculo do consumo de 4gua

Como o volume de agua no banho é o mesmo que o indicado no ponto E.1.1. (0,0133 m®),
entdo o custo de 4gua por operagdo também se mantém (0,03 euros).
Sabendo que o ndmero de ensaios fora 19, calculou-se o custo do consumo da agua, no

banho.

custototal de agua do banho= 003x19 = 055euros

E.2.2. Célculo do consumo de energia

Como a poténcia deste equipamento e o tempo de operagdo sdo 0os mesmos que o indicado
no ponto E.1 (respectivamente, 1750 W e 70 h), entdo a energia consumida por operagao
também se mantém (122,5kW.h) bem como o custo de energia por ensaio, 12,25 euros.

Sabendo que o numero de amostras fora 19, calculou-se o custo da energia, no banho.

custototal de energiado banho= 1225x19=23275euros

Entdo o custo total deste processo sera de 233,30 euros.

custototal do consumodo banhotermostattado= 055+ 232,75=2333euros
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E.3. Analise por refractometria

O equipamento usado nesta técnica foi o refractobmetro do tipo ABBE, marca Atago. Este
equipamento tem incorporado o termometro digital (para medicdo dos acUcares) e o proprio
refractometro.

A poténcia deste equipamento foi medida usando um equipamento digital de medicdo de
energia. O valor de poténcia foi calculado pela média dos valores de poténcia, durante um
dado periodo de tempo.

O tempo de operacdo foi de 0,08 h para cada ensaio (corresponde a 5 min. entre as
sucessivas amostras) e o numero de ensaios realizados foram 29. Os custos totais deste

processo englobam apenas o custo de energia.

E.3.1. Célculo do consumo de energia

Primeiramente, sera exemplificado o calculo do consumo de energia no termémetro digital,

seguido do refractbmetro (propriamente dito).

Exemplo de célculo, relativo ao consumo de energia no termémetro digital, durante 0,08

horas de operacao.

poténciado termdmetrodigital = 6W

tempode operacdo= 008h

Energia consumidad operagao= 1060( x 008 =0,0004&W.h

custode energia ensaio= 0,00048x 0,1 = 0,00004&uros

Como o numero de ensaios foram 29, entdo o custo total de energia do termometro digital:

custototal de energiado termometrodigital = 0,000048x 29= 000%uros

Exemplo de célculo, relativo ao consumo de energia no refractbmetro (propriamente dito),

durante 0,08 horas de operacéao.

poténciado refractoméro =195V

Energia consumidd operagao= 11505( x 008=0,0156kW.h

custode energia/ ensaio= 0,0156x 01 = 0,00156uros
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Como o numero de ensaios foram 29, ent&o o custo total de energia do termometro digital:

custototal de energiado refractoméro = 0,00156x 29 = 005euros

Entdo, o custo total de energia usando a andlise refractémetrica:

custototal de energia= custodo termometrodigital + custo do refractomero

custototal de energia= 0001+ 005= 00%euros

E.4. Analise por HPLC

A técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia envolveu custos associados ao
consumo energético e de dgua. Relativamente aos custos associados a parte energética,
considerou-se para tal: o sistema de HPLC propriamente dito (bomba e injector), o consumo
do detector, integrador e do forno para colunas.

Os custos associados ao consumo de agua relacionam-se com o caudal de eluente e com o
volume de agua necessario para a preparagao de padrdes e amostras.

Por estimativa o nimero de padrbes e amostras, perfaz um nimero total de 58 ensaios.

E.4.1. Céalculo do consumo de agua

Relativamente ao caudal eluente, sabe-se que este circulou a 0,4 mL/min. Como o tempo de
injeccdo entre as sucessivas amostras foi de 20 min., entdo o volume de agua gasto por

cada amostra foi de 8 mL.

Exemplo de célculo, relativo ao consumo de agua no eluente, durante de 0,33 horas de

operacéo.

caudal de eluente = 04mL/min
volumede agua gasta/ amostra= 0,4x 20=8mL
volumede agua gasto=8x58=464mL

custo de dgua consumidano eluente= 0,000464x 22 = 000Jeuros

Na preparacdo das amostras e padrdes (58), o volume total de 4gua usada foi de 3 L (0,003

m°).
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Exemplo de célculo, relativo ao consumo de dgua nos padroes e amostras, durante de 0,33

horas de operacao.

custode 4gua na preparacdode padrbese amostras= 0003x 2,2 = 0,0066euros

Conclui-se assim que o consumo total de agua usada tanto no eluente como na preparacao

de amostras e padrdes foi de euros.

custototal de agua consumidano HPLC = 0001+ 0,0066= 0,0076uros

E.4.2. Céalculo do consumo de energia

A poténcia dos equipamentos usados no HPLC foi medida usando um equipamento digital
de medicdo de energia. O valor de poténcia foi calculado pela média dos valores de
poténcia, durante um dado periodo de tempo.

O tempo de operacdo foi de 0,33 h, correspondente a sucessivas injecgbes entre as
amostras de 20 min.

Seguidamente apresenta-se o exemplo de célculo relativo ao consumo de energia no HPLC

(bomba e injector), detector, integrador e forno da coluna.

Exemplo de calculo, relativo ao consumo de energia no HPLC (bomba e injector), durante

0,33 horas de operacdo

Bomba:

poténciado HPLC na bomba= 3\

Energia consumidad operagao= 13;( x 033=0,012KW.h

custode energia/ ensaio= 0,0122x 01 = 0,00122uros
custo de energia= 0,00122x58= 007euros

Injector:
poténciado HPLC no injector =15V

x 033=0,0049%W.h

Energia consumidd operacao= 15
100(

custode energia ensaio= 0,00495x 0,1 = 0,00049%®uros
custode energia= 0,000495<58 = 003euros
custo de energiano HPLC =bombat+ injector

custode energiano HPLC = 007+ 003 = 0Jleuros
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Exemplo de célculo, relativo ao consumo de energia no detector, durante 0,33 horas de

operacéo.
poténciado detector=82N

Energia consumidad operagao= 133( x 033=0,0270&kW.h

custode energia ensaio= 0,02706x 0L = 0,00270@&uros
custo de energia= 0,002706x 58 = 0l6euros

Exemplo de calculo, relativo ao consumo de energia no integrador, durante 0,33 horas de

operacéo.
poténciado integrador=1MW

Energia consumidad operacao= 1(1)(1)( x 033=0,0036KW.h

custo de energia ensaio= 0,00363x 01 = 0,00036&uros
custode energia= 0,000363 58= 002Jeuros

Exemplo de calculo, relativo ao consumo de energia no forno, durante 0,33 horas de

operacéo.

N&o foi possivel saber-se a poténcia do forno de colunas, por isso admitiu-se que a poténcia
deste equipamento € de 1200 W.
poténciado forno=1200V

Energia consumidad operacao= igg?x 033= 0396kW.h

custo de energia/ ensaio= 0396x 0,1 = 0,0396euros
custode energia= 0,0396x 58 = 23euros

custototal de energia= 01+ 016+ 0021+ 23= 257euros

Entdo o custo total deste método analitico sera de 2,58 euros.
custototal do consumodo HPLC =0,0076+ 257 = 258euros
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E.5. Analise por UV-Vis

A poténcia do equipamento de espectrofotometria de ultravioleta-visivel foi medida usando
um equipamento digital de medicao de energia. O valor de poténcia foi calculado pela média
dos valores de poténcia, durante um dado periodo de tempo.

Seguidamente, sdo apresentados 0s custos de consumo de energia e dgua inerentes a
aplicacdo deste método de analise

O tempo de operacdo foi de 0,08h para cada ensaio (corresponde a 5min. entre as

sucessivas amostras) e o0 numero de ensaios realizados foram 24.

E.5.1. Céalculo do consumo de agua

O volume total de agua gasto na preparacdo das amostras e solucbes padrao (no conjunto
24) foi de 840 mL.

Exemplo de calculo, relativo ao consumo de dgua no egquipamento de espectroscopia UV-

Vis, durante 0,08 horas de operacao.

volumede agua = 0,000840n°
custototal de agua=0,000840x 2,2 = 0,001&uros

E.5.2. Célculo do consumo de energia

Exemplo de célculo, relativo ao consumo de energia do equipamento de espectroscopia UV-

Vis, durante 0,08 horas de operacéo.

poténcia= 90W

tempode operacdo= 008h

Energia consumidad operagao= 128( x 008=0,007X&W.h

custode energia/ ensaio= 0,0072x 01 = 0,00072uros

Como o numero de ensaios foram 24, entdo o custo total de energia do equipamento de

ultravioleta-visivel:

custototal de energia = 0,00072x 24 = 002euros
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Entdo, o custo total usando a anélise UV-Vis, foi de 0,02 euros.

custototal =0,0018+ 002= 002euros

E.6. Fermentacdo

A fermentac&o foi realizada numa tina, com um volume de agua de 3648 cm®. O tempo de
operacdo foi de 48 h para cada conjunto de ensaios, sendo que 0 numero de ensaios

realizados fora 8.

E.6.1. Céalculo do consumo de agua

O volume de agua usado na tina foi determinado a partir das dimensGes comprimento,

largura e altura, explicitas na Tabela E.2.

Tabela E.2 — Dimensdes (altura, largura e comprimento) usadas para calcular o volume de agua.

Dimensdes (cm)
Altura H,O 4
Largura 30
Comprimento 30,4

volumede agua = altura de aguax | arguraxcomprimend
volumede 4gua =4x30x 304 = 364&m’
custo de 4gua/ operacdo= 0,003648x 2,2 = 0008zuros

Como o numero de ensaios foram 8, entdo o custo total do consumo de agua:

custototal de agua= 0008x8 = 0064euros

E.6.2. Céalculo do consumo de energia

Na realizacdo da fermentacdo, usou-se como equipamentos um sistema de agitacdo e
agquecimento do banho e uma placa com agitacdo magnética para as amostras.
Inicialmente, ira ser exemplificado o célculo do consumo de energia do sistema de agitacao

e aquecimento, e posteriormente o da placa com agitagdo magnética.
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Exemplo de calculo, relativo ao consumo de energia do sistema de agquecimento e agitacao,

durante 48 horas de operacio.

poténcia=1050V
tempode operagao=48n

050

Energia consumidd operagao= 100( x 48 = 504kW.h

custoda energiaconsumiddensaio= 504 x 0,1 = 504euros

Como o nimero de ensaios foram 8, entao:

custototal de energiano sistemade aquecimerd = 504%8 = 4032euros

Exemplo de calculo, relativo ao consumo de energia da placa de agitacdo, durante 48 horas

de operacéo.

poténcia= 650N

Energia consumidad operacao= 16050(2 x48= 31,2kW.h

custo da energiaconsumidadensaio= 312x 01 = 312euros
custototal de energiada placa de agitagdo= 312x8 = 2496euros

custototal de energia= 4032+ 2496= 6528euros

Entdo, o custo total do processo fermentativo foi de 65,34 euros.

custototal = 0064+ 6528= 6534euros

E.7. Destilacédo
Experimentalmente efectuou-se uma destilacdo simples. Durante a execu¢do da mesma foi
necessario consumir-se agua, de modo a refrigerar o sistema. Também se usou uma manta

de aguecimento.
O tempo de operacdo de cada ensaio foi de 0,75h, sendo que o numero de ensaios

praticados fora 8.
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E.7.1. Céalculo do consumo de agua

Comecou-se por calcular o consumo total de agua nesta etapa. Para isso, determinou-se o

caudal médio de agua (Tabela E.3).

Tabela E.3 — Valores do volume de agua e tempo usados para calcular o caudal em m?/s.

) Caudal 3
Ensaio V (mL) t(s) Caudal (m ~/s)
(mL/s)
1 435 25,31 17,19 1,719E-05
2 435 25,47 17,08 1,708E-05
3 420 24,50 17,14 1,714E-05
Média 430 25,09 17,14 1,714E-05

Apb6s determinacdo do caudal de dgua usado para refrigerar o sistema, agora € necessario
calcular-se o consumo de agua, durante um tempo de operacdo de 0,75h, conforme

mostrado no exemplo.

Exemplo de calculo, para determinar o custo do consumo de agua, durante 0,75 horas de

operacéo.

volumemédio de gua gasto= 1714E ™ x 2700= 005m°

custoda &gua/ operacdo= 005x 2,2 = 010euros

Sabendo que o numero de ensaios praticados fora 8, entdo o custo do consumo de agua
durante 0,75h foi de 0,81 euros.

custodo consumode agua= 010x8 = 08leuros

E.7.2. Céalculo do consumo de energia

O consumo de energia € dado pelo consumo da manta de aquecimento no decorrer do

Processo.

Exemplo de calculo, para determinar o consumo de energia, nas 0,75 horas de operacao.

poténcia= 275NV

Energia consumidad operacao= 2705( x 0,75= 0206kW.h
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custoda energiaconsumiddensaio= 0206x 0,1l = 0,0206euros

custototal de energiada mantade aquecimerd = 0,0206x8 = 017euros

Entao, o custo total do processo de destilacéo foi de 0,98 euros.

custototal = 017+ 081= 098euros

E.8. Reagentes

Este trabalho envolveu o uso de reagentes em diferentes fases do processo. A Tabela E.4 e
E.5 que se seguem mostram o preco comercial de cada reagente e o custo inerente das
suas aplicacdes no processo.

Os precos dos padrbes de aclUcares (glucose, xilose e arabinose) estabelecidos sao
arbitrados, devido a impossibilidade de confirmacdo dos mesmos.

Assim considerou-se que o pregco da glucose 17 euros/kg; a xilose 7,50 euros/250g e a

arabinose 7 euros/250g.

Tabela E.4 — Valores comerciais e do custo de hidroxido de sédio, &cido sulfarico e etanol.
Hidroxido Sdédio Acido Sulfarico Etanol
Preco (€/kg) 3,6 Preco (€/L) 4,25 Preco (€/mL) 0,003
Massa gast a (kg) | 0,4899 | Volume gasto (L) |0,003 | Volume gasto (mL) | 152
Custo total ( €) 1,76 Custo total ( €) | 0,01 Custo total ( €) 0,41

Tabela E.5 — Valores comerciais e do custo de glucose, xilose e arabinose.

Glucose Xilose Arabinose
Preco (€/kg) 17 Preco (€/9) 0,03 Preco (€/g9) 0,028
Massa gasta (kg) |0,00728 | Volume gasto ( g) | 6,5 | Volume gasto (g)| 5,87
Custo total ( €) 0,12 Custo total ( €) |0,20| Custototal (€) | 0,16

Seguidamente, exemplificar-se-a o calculo relativo ao custo do uso do reagente hidroxido de

sodio.

Exemplo de calculo, para determinar o custo do reagente hidréxido de sodio.

O preco comercial do hidréxido de sddio € de 3 euros/kg, incluido IVA de 20%.

preco do hidroxido de sédio=3x 120= 36euros/ kg

Como a massa de hidréxido de sédio gasta foi de 0,4899 kg, entdo:
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custodo hidroxido de sédio= 36x0,4889= 176euros

O custo total inerente ao uso de cada reagente € de 2,67 euros.

custototal dos reagentess 1,76+ 001+ 041+ 012+ 020+ O16= 267euros

Apos determinagdo dos custos de energia e de consumo de agua, de cada etapa, calculou-

se os custos globais do processo, conforme indicado na Tabela E.6, para uma massa total

de biomassa de 390 g.

Tabela E.6 — Valores do custo de energia e 4gua de cada etapa, bem como o custo global do

processo de producédo do bioetanol, para 390 g de biomassa.

Total Energia Agua
€ (€) (€)
Pré-tratamento 167,91 157,30 10,61
Fermentagéo 65,34 65,28 0,06
Destilagcéo 0,98 0,17 0,81
Hidrolise 233,30 232,75 0,55
Reagentes 2,67 - -
HPLC 2,58 2,57 0,0076
Espectro&cso metro 0.02 0.02 0,0018
Refractometro 0,05 0,05 -
Total (€) 470,19
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