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Resumo da Dissertacdo apresentada a COPPE/UFRJ como parte dos requisitos

necessarios para a obtengdo do grau de Mestre em Ciéncias (M.Sc.)
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Na producdo de etanol de segunda geracdo, o pré-tratamento tem a funcgdo de
alterar as interagOes nativas entre a celulose, a hemicelulose e a lignina e, em muitos
casos, modificar quimicamente estes componentes da biomassa, de forma a tornar a
celulose mais acessivel a etapa de hidrolise enzimatica. O presente trabalho tem por
objetivo avaliar o desempenho do pré-tratamento da biomasssa usando uma extrusora
com dupla-rosca em funcdo de condigdes operacionais do processo. Experimentos
preliminares indicaram que a mistura biomassa-agua deu bons resultados em relacédo a
eficiéncia do processo de extrusdo. Entretanto o glicerol foi adotado, como aditivo, para
a continuacdo do trabalho, devido ao seu alto ponto de ebulicdo, favorecendo os estudos
do efeito da temperatura. Foi observado que um alto teor de glicerol, por facilitar o
transporte da biomassa reduz o cisalhamento durante a extrusdo, diminuindo a eficiéncia
do pré-tratamento. Ciclos de extrusdo mostraram pequenos incrementos nos
rendimentos da hidrolise até o terceiro ciclo para o bagago e até o sétimo ciclo para a
palha. Os ciclos subsequentes ndo forneceram melhoras significativas nos rendimentos.
Os resultados do planejamento experimental para o bagaco mostram que a velocidade
de rotagdo e a temperatura do cilindro apresentam influéncia no rendimento em 24 horas
de hidrolise da celulose, porém essa influéncia é pequena. A insercdo de um elemento
reverso na configuracdo dos parafusos resultou em um aumento substancial dos

rendimentos de hidrélise, chegando a 68,5% em 72 horas.
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The production of second generation ethanol includes biomass pretreatment,
aiming to decrease the biomass native recalcitrance due to the interactions amongst
cellulose, hemicellulose and lignin, allowing the enzymatic hydrolysis of cellulose. This
study evaluated sugarcane biomass pretreatment using a twin screw extruder in different
operating conditions regarding temperature, speed and configuration of the screws, the
type and load of a selected additive and number of extrusion cycles. Nevertheless,
preliminary experiments showed that the mixture biomass-water was a better option
regarding the extrusion process the biomass-glycerol mixture was used in the
continuation of the work for the high boiling point of this additive that allowed a better
evaluation of the effect of the temperature on the pretreatment process. It was observed
that a high additive content acted as a lubricant reducing the shear forces in the
equipment, thus reducing the efficiency of the pretreatment. The extrusions in cycles
showed small and continuous increments in hydrolysis yields until the third cycle for
bagasse and the seventh cycle, for straw. Subsequent cycles did not provide significant
improvements in glucose yields. The results for the bagasse pretreatment experimental
design showed that the rotation speed and the barrel temperature affected the
pretreatment efficiency for the 24 hours enzymatic hydrolysis yield; nevertheless this
influence was not very expressive. The insertion of a reverse element in the
configuration of the screws resulted in a substantial increase in the 72 hours hydrolysis

yield, reaching 68.5%.
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1. INTRODUCAO

Os biocombustiveis vém ganhando destaque, a medida que cresce a preocupacao
com as mudangas climaticas e se tornam escassas as fontes energéticas fosseis. A
participacdo dos biocombustiveis na matriz energética de um pais diminui sua
dependéncia em relacdo ao petrdleo. Isso promove uma maior seguranca energeética,
visto que a oferta de combustiveis fosseis é limitada e a demanda é cada vez maior
(VAZ JUNIOR, 2011).

As mudancas climaticas mostram a necessidade de reduzir as emissdes de gases
poluentes, sobretudo aqueles causadores do efeito estufa. A queima de combustiveis
fosseis € a responsével por 73% da emissdo de CO; na atmosfera, intensificando o efeito
estufa e 0 aguecimento global (BALAT et al., 2008). Sabendo disso, 0s biocombustiveis
aparecem como uma alternativa ao combate desses problemas ambientais, pois sua
combustdo é mais limpa, evitando que toneladas de poluentes sejam emitidas (LIEW et
al., 2013).

Entretanto, o amplo potencial de producdo de energia que a biomassa
proporciona ainda nao foi completamente explorado. O aproveitamento de residuos
lignocelul6sicos tem sido uma alternativa bastante promissora para o aumento da
eficiéncia energética do processo e 0 aproveitamento do potencial energético da
biomassa (LEE et al., 2010a). Isso proporciona uma maior quantidade de combustivel

produzido por area de biomassa plantada, aumentando a sustentabilidade do processo.

Entre outras vantagens, a producdo de etanol de segunda geracdo ndo compete
com a producdo de alimentos e com o cultivo de terras agricolas. Além disso, 0s
residuos lignoceluldsicos estdo disponiveis, na maioria dos casos, de forma abundante e
barata e necessitam de uma destinacdo. O aproveitamento desses residuos impede que
ocorra uma expansao desmedida das areas de cultivo a medida que cresce a demanda
por etanol (LIEW et al., 2013).

De forma abrangente, o processo produtivo de etanol de segunda geracédo
necessita de duas etapas adicionais ao processo convencional, sdo elas, pré-tratamento e

hidrolise. Essas etapas sdo necessarias, pois a biomassa lignocelul6sica ndo dispbe de



acucares livres em sua estrutura para os microrganismos da fermentagdo, como no caso
das matérias-primas do etanol de primeira geracdo (1G). A estrutura lignocelulésica é
composta majoritariamente por celulose, hemicelulose e lignina, sendo que as duas
primeiras representam os substratos que podem ser utilizados para producéo de agucares
fermentesciveis. Assim sendo, a etapa de hidrdlise tem a funcdo de converter a celulose
e a hemicelulose presentes na estrutura da biomassa em agucares, principalmente
glicose e xilose, que serdo posteriormente fermentados pelos microorganismos
(RABELO et al., 2011).

Todavia, os materiais lignocelulésicos possuem uma estrutura rigida e ordenada,
de forma que a celulose e a hemicelulose estdo fortemente associadas a lignina que age
como uma barreira protetora contra agentes externos. Isso dificulta o acesso das
enzimas ao substrato o que resulta em rendimentos muito baixos de acglcares na
hidrolise enzimatica. Dessa forma, a etapa de pré-tratamento tem a funcdo de
desordenar a rigida estrutura da biomassa e tornar a celulose e a hemicelulose mais
acessiveis as enzimas (DIAS et al, 2009; PANDEY et al., 2000, LAGAERT et al.,
2009). O pré-tratamento € uma etapa crucial, pois exerce uma grande influéncia nas

etapas subsequentes e no custo total do processo (BALAT et al., 2008).

Pré-tratamentos fisicos, quimicos, fisico-quimicos e bioldgicos estdo sendo
estudados como forma de melhorar a sacarificacdo enzimatica da biomassa. A extrusao,
classificada como tratamento fisico, apresenta uma série de vantagens que a torna
promissora frente aos demais tratamentos (ALVIRA et al., 2010). Suas vantagens
incluem baixo tempo de residéncia, ndo necessidade de substancias quimicas, auséncia
de inibidores, ndo necessidade de lavagem, ndo formacdo de efluentes e,

principalmente, possibilidade de operacdo continua (MOOD et al., 2013).

A extrusdo promove a mistura e o cisalhamento da biomassa levando a
alteracdes fisicas de sua estrutura como reducdo da cristalinidade, reducdo do tamanho
das particulas e aumento da area superficial. Isso torna a celulose mais acessivel e

aumenta a conversdo da hidrélise enzimatica (MOOD et al., 2013).

No atual momento, existe muito pouca informacgdo na literatura a respeito do
pré-tratamento de biomassas exclusivamente por extrusdo, pois a maioria dos trabalhos
aborda a extrusdo associada a outros pré-tratamentos. Mais especificamente, néo
existem publicacGes sobre a extrusdo da biomassa de cana-de-agucar como pré-

tratamento para producéo de bioetanol.



Considerando a importancia do pré-tratamento no processo produtivo de etanol
de segunda geracdo, aliada a auséncia de informagdes acerca da extrusdo da biomassa
de cana-de-aglcar, o presente trabalho tem como objetivo principal avaliar o
desempenho do pre-tratamento fisico da biomassa da cana-de-acucar, bagaco e palha,
em uma extrusora de dupla-rosca, em fun¢do das condicBes operacionais do processo,
utilizando como pardmetro as caracteristicas da biomassa pré-tratada e seus rendimentos

de hidrolise.
Os objetivos especificos deste estudo sdo:

v' Avaliar as substancias agua, glicerol, Tween 80 e etilenoglicol como aditivos
do processo de extrusao da biomassa da cana-de-agUcar;

v" Auvaliar a influéncia do teor de aditivo na eficiéncia do pré-tratamento, assim
como a sua capacidade de auxiliar o transporte da biomassa através do cilindro;
v Avaliar o efeito do nimero de extrusGes em ciclos na eficiéncia do pré-
tratamento da biomassa da cana-de-agUcar por extrusao;

v' Otimizar o processo de pré-tratamento de bagaco e palha da cana-de-agucar
por extrusdo através de um delineamento composto central rotacional 22
estudando os parametros velocidade de rotacdo e temperatura do pré-tratamento
como fatores independentes;

v" Verificar a influéncia da configuracdo dos parafusos na eficiéncia do pré-

tratamento.

A dissertacdo esta estruturada em 6 capitulos. Inicia-se com o presente capitulo
com uma introducdo ao assunto abordado e os objetivos gerais e especificos desta
pesquisa.

No Capitulo 2 é apresentada uma revisdo bibliografica que mostra os principais

aspectos acerca da extrusdo da biomassa e destaca os principais trabalhos na area.

O capitulo seguinte descreve de forma detalhada a metodologia experimental
empregada, apresentando os materiais e métodos, bem como os critérios utilizados para

a escolha das condigOes de operacdo em cada etapa.

Os resultados dos experimentos sdo apresentados e discutidos no Capitulo 4.
Neste capitulo sdo mostrados os resultados obtidos nos experimentos preliminares,

assim como os resultados do planejamento experimental. S&0 mostradas também as



mudangas estruturais da biomassa, 0 gasto energético da extrusdao e, por fim, 0s

resultados obtidos com a mudancga de configuragéo dos parafusos.

No Capitulo 5 apresentam-se as principais conclusdes decorrentes dos resultados

obtidos e fazem-se algumas sugestdes para trabalhos futuros.

Finalmente, no Capitulo 6 se encontra a bibliografia consultada.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Este capitulo aborda uma breve revisdo bibliogréfica sobre os processos que
envolvem a producdo de bioetanol de segunda geracdo, com foco na etapa de pré-
tratamento por meio da extrusdo. Apresenta também uma fundamentacao teorica dos

mecanismos de funcionamento da extrusora e suas varigveis mais importantes.

2.1 A Biorrefinaria e o Etanol

O conceito de biorrefinaria estd embasado principalmente no fato da utilizacéo
de fontes de matérias-primas renovaveis em seus processos. Assim como em uma
refinaria, a biorrefinaria pode ser considerada um complexo que integra diferentes
processos para producdo de combustiveis, eletricidade, produtos quimicos, entre outros
produtos (RABELO et al., 2011).

Dentre todos, os principais produtos deste setor sdo o aclcar e o bioetanol. O
Brasil foi o pioneiro na insercdao do etanol em sua matriz energética que, com a criacao
do Proalcool, intensificou a producdo de etanol para substituir a gasolina durante a crise
mundial do petréleo (VAZ JUNIOR, 2011). Atualmente, o Brasil e os Estados Unidos
sdo os maiores produtores mundiais de etanol, produzindo juntos 60% de todo o etanol
mundial (KARUNANITHY e MUTHUKUMARAPPAN, 2010a), utilizando como
principais fontes de matérias-primas o caldo da cana de agucar e o amido de milho,
respectivamente (DIAS et al., 2009).

Comparativamente a gasolina, o etanol possibilita uma combustdo mais limpa e
melhor desempenho dos motores devido a sua maior resisténcia a auto-detonagdo
(octanagem) e maior massa especifica que garante maior poténcia a0 motor. Sua
combustdo produz menores emissdes de poluentes, como monoxido de carbono e
oxidos de enxofre e, como aditivo da gasolina, o etanol melhora sua octanagem
(BNDES, 2008).



O etanol pode ser utilizado misturado a gasolina ou como etanol puro. Os
motores que utilizam uma mistura entre os dois combustiveis ndo precisam de qualquer
modificacdo em sua estrutura, por esse motivo, essa € a forma mais rapida e facil de uso
do etanol como combustivel. Os motores movidos a etanol puro hidratado, atualmente,
possuem um desempenho tdo bom quanto aqueles movidos a gasolina. Além disso,
existem no mercado veiculos flexiveis capazes de utilizar gasolina, etanol puro, ou uma
mistura entre eles (BNDES, 2008).

O etanol produzido nas biorrefinarias pode ser classificado nas trés categorias
seguintes: primeira geracdo, em que sdo fabricados a partir de culturas agricolas que
sejam fontes de agUcar ou amido como, por exemplo, beterraba, trigo, milho e cana-de-
acucar; segunda geracdo, produzidos a partir da celulose presente em fibras vegetais; e

terceira geracdo, produzidos a partir de micro e macro algas (LIEW et al., 2013).

Cada uma dessas vias de producdo enfrentam barreiras tanto tecnolédgicas quanto
econémicas que, muitas vezes, prejudicam a eficiéncia e a viabilidade do processo.
Sendo assim, varios estudos tém sido realizados para melhorar a eficiéncia de producgéo
com o objetivo de torna-la sustentavel e, com isso, assegurar 0 abastecimento de
combustivel e reduzir os impactos da polui¢cdo sobre o meio ambiente, atribuida aos
combustiveis fosseis (LIEW et al., 2013).

2.2 Biomassas

Pode-se definir como biomassa 0s recursos naturais que possuem uma forma de
energia acumulada, chamada de bioenergia. A bioenergia pode ser transformada em
formas de energia mais convenientes que sdo mais bem aproveitadas, como, por
exemplo, os biocombustiveis (BNDES, 2008).

A biomassa é a matéria-prima da biorrefinaria, porém para produzir o bioetanol,
a biomassa deve conter uma quantidade suficiente de sacarose, amido ou lignocelulose.
Como exemplos de biomassas pode-se citar a cana-de-agUcar e a beterraba com
elevadas quantidades de sacarose, 0 milho e o trigo com elevadas quantidades de amido
e 0 bagaco e a palha da cana-de-acicar com grandes quantidades de material
lignocelul6sico em suas estruturas (BNDES, 2008 e DIAS et al., 2009). A biomassa



lignocelulosica pode vir de diversos setores da sociedade como agricola, industrial,
domiciliar e florestal, que geralmente apresentam alto teor de material lignocelulésico
(PERLACK, 2005).

A producdo de etanol a partir da cana-de-acucar € mais atrativa em relacdo as
demais alternativas de matérias-primas, Vvisto que, suas vantagens energéticas e
ambientais sdo superiores. Para explanar as vantagens da cana frente as outras culturas,
pode-se citar a demanda de quantidades inferiores de fertilizantes, o baixo uso de
nitrogénio sintético em suas culturas e a autossuficiéncia em energia na producdo de

etanol devido a queima do bagaco e/ou da palha (BNDES, 2008).

E muito importante que se faga um balanco energético com o intuito de verificar
a quantidade de energia produzida e consumida durante o processo. No Brasil, as
industrias de etanol ja sdo, praticamente, autossuficientes em energia e, muitas vezes,
conseguem exportar 0 excedente de energia produzida com a queima do bagaco
(POPPE e CORTEZ, 2012). Ao contrario disso, para o caso do milho, toda energia
necessaria advém de fontes fésseis. Apesar do cultivo de milho também produzir palha
com coproduto, uma parte dela deve permanecer nas lavouras para preservar a
qualidade do solo (BNDES, 2008).

Uma forma de comparar as biomassas quanto aos seus ganhos ambientais €
calcular as emissGes evitadas quando se substitui a gasolina pelo etanol. As emissoes
evitadas para a cana é de 89% e para os residuos lignoceluldsicos € de 66 a 73%,
enguanto que, para biomassas como milho, trigo e a beterraba, sdo de 30 a 38%, 19 a
47% e 35 a 56%, respectivamente. Outra forma de comparar as biomassas é através de
sua relacdo de energia que representa a energia renovavel produzida dividida pela
energia ndo renovavel consumida no processo produtivo. Enquanto que a cana e 0s
residuos lignocelul6sicos apresentam relagdes de energia de 9,3 e 8,3, o milho, o trigo e
a beterraba apresentam relacdes bastante inferiores de 0,6 a 2, 0,97 a 1,11 e 1,2 a 1,8,
respectivamente (BNDES, 2008).

Dessa forma, a cana-de-agUcar € a matéria-prima mais favoravel e, portanto, a
mais competitiva para producdo de bioetanol (DIAS et al., 2009). O Brasil estd em uma
posicdo favoravel em relacdo a este aspecto, pois € um grande produtor de biomassa,
principalmente de cana-de-agucar. O clima tropical do pais e a grande disponibilidade
de terras para agricultura favorece a plantacdo da matéria-prima para a biorrefinaria
(VAZ JUNIOR, 2011).



O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-agUcar e apresenta o clima ideal
para o cultivo da planta, diferentemente dos paises em regides equatoriais umidas. A
estimativa da safra de 2014/2015 € de 580 milhdes de toneladas de producdo de cana-
de-acucar e de 25,875 bilhdes de litros de etanol. Atualmente, 56,44% do caldo da cana,
no pais, sdo empregados para producao de etanol e o restante para producdo de agucar
(UNICA, 2014). Cerca de uma tonelada de caldo produzido, gera 280 kg de bagago que
atualmente € aproveitado para geracdo de energia elétrica, visando atender a demanda
energética das préprias usinas. A palha produzida nos campos também pode ser
utilizada para producédo de energia, mas uma parte deve ficar nos campos para evitar a

erosdo, manter a umidade do solo e reciclar nutrientes (VAZ JUNIOR, 2011).

O clima ideal para o cultivo da cana-de-agucar é aquele que apresenta estaces
quentes e Umidas seguidas de frias e secas. Dessa forma a plantacdo da cana-de-acUcar
ndo é viavel em algumas regides do planeta como, por exemplo, no hemisfério norte,
onde o clima ndo é favoravel. Algumas outras op¢des de biomassa sdo o milho, a
beterraba, a mandioca e o trigo, entretanto, como visto anteriormente, estas ndo sao
opcdes tdo atrativas quanto a cana-de-agucar, pois proporcionam ganhos energéticos e

ambientais precarios.

Os Estados Unidos sdo grandes produtores de bioetanol utilizando
majoritariamente o milho como biomassa. Entretanto, a producdo de etanol a partir do
milho apresenta problemas ambientais, como a erosdo do solo e a necessidade de
grandes quantidades de nitrogénio como fertilizante nas plantacbes (BALAT et al.,
2008).

Dessa forma, paises do hemisfério norte vém buscando desenvolver tecnologias
para viabilizar de forma econémica e ambiental a producdo de etanol por meio de
matérias-primas lignoceluldsicas que estdo presentes em abundancia em todo o mundo,
alem de proporcionar um combustivel de qualidade com altos indices de emissdes

evitadas e altas relagOes de energia (BNDES, 2008).

Apesar das matérias-primas lignoceluldsicas se constituirem como um residuo e
por isso, apresentarem baixo custo (BNDES, 2008) isso ndo acontece em todos o0s
casos. O bagaco de cana, por exemplo, por ser muito utilizado como gerador de
bioeletricidade nas usinas de biocombustivel passou a ser visto como uma matéria-

prima importante. Por esse motivo, o bagago possui cotacdo no Brasil até mesmo maior



que a propria cana-de-acucar, sendo comercializado a R$ 100-120 por tonelada

enquanto que a cana é vendida a R$ 50-70 por tonelada.

2.3 Bioetanol de Segunda Geracéo

O processo produtivo de bioetanol 1G ja estd maduro e consolidado no pais.
Hoje, o principal desafio é aproveitar todo potencial energético fornecido pela biomassa
permitindo que se produza uma quantidade maior de combustivel por area plantada
(VAZ JUNIOR, 2011).

Para isso, os estudos atuais estdo focados no desenvolvimento de tecnologias
para producéo do etanol utilizando como matéria-prima residuos de biomassa como, por
exemplo, o bagaco da cana-de-agucar, bagaco do milho, residuos agricolas e residuos
florestais (LEE et al., 2010a). O etanol produzido a partir desses residuos é chamado de
etanol de segunda geracao. Seu objetivo é se integrar ao processo convencional e, deste
modo, complementar a producdo do etanol 1G. Além disso, sua producdo também é
motivada pela crescente demanda por etanol (VAZ JUNIOR, 2011).

Um dos problemas enfrentados para producéo de etanol de primeira geracdo é a
disponibilidade da biomassa que muitas vezes estd sujeita a sazonalidade e seu
consequente aumento de preco. O mesmo ndo ocorre com a biomassa lignocelul6sica,
uma vez que esta esta disponivel em grandes quantidades e a baixo custo no mercado
(BALAT et al. 2008).

Diferentemente do caso da producdo de etanol 1G, a utilizacdo de materiais
lignocelulosicos tem a grande vantagem de ndo competir com a producdo de alimentos
que, além de apresentar um fim mais nobre, possui um mercado mais bem remunerado
(BNDES, 2008). A utilizagdo desses residuos como matéria-prima tem como principal
vantagem o fato de que estes sdo os materiais mais abundantes do planeta, além de
baratos e renovaveis, ao contrario dos materiais fosseis (MOOD et al., 2013). Além
disso, o processo agrega valor aos residuos, pois produz combustiveis e produtos
quimicos de alto valor (AGUILAR et al., 2002).

Também é importante destacar que o emprego da biomassa lignocelulosica para

fabricacdo de etanol de segunda geracdo fornece uma destinagdo a estes residuos,
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mitigando os impactos ambientais causados pela geracdo dos mesmos (AGUILAR et
al., 2002). Outra vantagem importante é que 0s custos com a biomassa correspondem a
cerca de 40-70% do custo total do processo e com o0 uso dos residuos este custo cairia
para zero ou proximo de zero (BNDES, 2008; CARDONA et al., 2010).

No Brasil, foram criadas recentemente duas plantas de etanol de segunda
geracdo em escala industrial, uma no estado de Sao Paulo e outra no estado de Alagoas.
Ambas produzem etanol a partir do bagaco e palha da cana-de-agticar (RAIZEN, 2014 e
GRANBIO, 2014). A primeira que ja produzia 80 milhGes de litros de etanol por safra
passou a ter o potencial de ofertar mais 40 milhdes, devido a instalacdo da planta de
etanol 2G, ou seja, aumentou sua capacidade de oferta em 50%, sem aumentar a area de
cultivo. A companhia tem como meta a construcdo de mais 7 plantas até 2024 com a
expectativa de uma produtividade total de 1,5 bilhdo de litros de etanol 2G por safra
(RAIZEN, 2014).

Todavia, o0 custo de producdo do etanol de segunda geracdo ainda é muito alto
devido, principalmente, a complexidade da estrutura do material lignocelulésico que
torna sua degradacdo complicada e, muitas vezes, com alta demanda energética
(CARDONA et al., 2010). Dessa forma, para se atingir o potencial desejado de
aproveitamento energético da biomassa, ainda é preciso investir em pesquisa e
desenvolvimento para alcancar técnicas que tornem o processo viavel (PANDEY et al.,
2000).

2.4 Processo de Producéo

Existem diversas rotas tecnologicas para producdo de bioenergia a partir da
biomassa. As duas rotas mais promissoras sdo a bioguimica e a termoquimica que se
diferenciam entre si na maneira pela qual ¢ realizada a quebra da estrutura da biomassa.
Enquanto a primeira utiliza enzimas ou substancias quimicas para efetuar a quebra, a
segunda o faz por meio de energia térmica. Dessa forma, a plataforma termoquimica se
baseia na gaseificacdo da biomassa, produzindo o gas de sintese, ou na pirolise da

biomassa, produzindo o bio-6leo. Ambos os produtos podem ser utilizados para
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sintetizar combustiveis ou produtos quimicos de maior valor agregado
(CARVALHEIRO et al., 2008).

A rota bioquimica tem o foco principal na conversdo da biomassa em aglcares
ou outras substancias fermentaveis por meio de processos quimicos ou enzimas.
Posteriormente, 0s acUcares sdo convertidos a etanol, similarmente ao processo de
producéo do etanol 1G. Os acgucares produzidos também podem ser convertidos em uma
gama de produtos quimicos de maior valor agregado (CARVALHEIRO et al., 2008).

A Figura 2.1 apresenta um diagrama de blocos dos processos que compdem uma
biorrefinaria que combina as tecnologias de conversdo de ambas as plataformas,
termoquimica e bioquimica. O processo permite a producdo de, ndo somente

biocombustiveis, mas também de bioprodutos e energia elétrica.

Intermediario
da lignina
—  Produtos
Biomassa da lignina
rsegose el PTECTatamento
Bio-dleo vy
Refinaria - : Gaseificacdo/
: Pirdlise Il Aplicares
i . intermediarios
e ——— 1 Ts L)1 e |
Produtos de ¥ * da celulose i
hidrogénio ] . Aglcares
+ Pum’:‘mapau? intermediarios
do gas de sintese I
L el Fermentagio
- Cur?lhustwas
e bioprodutos i
+—— Sintese 1 v
. Fermentagdo
Destilagdo para bioprodutos
k4
_________ Produgio de e Residuo
vapaor e energia de lignina
Etanol Bioprodutos

Produgdo de
energia e calor

Figura 2.1: Estrutura simplificada de uma biorrefinaria integrada (adaptado de
FERNANDO et al., 2006).
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Para elucidar os aspectos referentes ao processo de producdo de etanol 2G por
meio da rota biogquimica, serd inicialmente explanado o processo de etanol 1G por rota
bioguimica a partir da cana-de-agtcar, matéria-prima utilizada neste trabalho.

A rota bioquimica de producéo de etanol 1G a partir da cana-de-agucar envolve,
basicamente, as seguintes etapas: limpeza da cana e extracdo do caldo, tratamento do
caldo, concentracdo e esterilizacdo do caldo, fermentacdo, destilacdo e desidratagéo
(POPPE e CORTEZ, 2012).

A primeira etapa consiste na remoc¢ao da maior parte das impurezas presentes na
cana que vem dos campos. Apés a limpeza, o caldo que contém a sacarose é extraido
através de moendas e, entdo, passa por um pré-tratamento em que € peneirado e tratado
quimicamente para eliminacdo das impurezas através de decantacdo. A torta de filtro
gerada nesta etapa pode sem empregada com adubo nos campos e o bagaco, com
aproximadamente 50% de umidade, pode ser queimado em caldeiras para geracdo de
energia ou ser utilizado como matéria-prima para producdo de etanol de segunda
geracdo (DIAS et al., 2009).

Apds o tratamento, o caldo € evaporado para ajustar sua concentracdo de
acucares (DIAS et al., 2009), esterilizado para evitar contaminacdo e fermentado por
meio das leveduras Saccharomyces cerevisae, que convertem a sacarose em frutose e
glicose que sdo posteriormente convertidas em etanol e didxido de carbono, de acordo

com a equacao que segue (RABELO et al., 2011).

CeH1205 2 2C,HO + 2CO, (21)

A temperatura da fermentagdo representa um parametro importante, pois
influencia fortemente a atuacdo das leveduras. Geralmente, a temperatura utilizada nas
indUstrias é de 34 °C (DIAS et al., 2009). Apés a fermentacéo, as leveduras podem ser
recuperadas por meio de centrifugacdo, podendo ser recicladas. O meio fermentado é
enviado para as colunas de destilacdo para a recuperacdo do etanol que se encontra a
uma concentracdo de 7 a 10% (VAZ JUNIOR, 2011). No topo da coluna de destilacéo é
produzido o etanol hidratado e, no fundo, um residuo chamado vinhaca que pode ser
aplicado nos campos reduzindo a necessidade de irrigacdo e fertilizantes (BNDES,
2008).
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O etanol hidratado, com um teor de agua entre 6,2% e 7,4% em massa, pode ser
desidratado em uma coluna de desidratacdo por adicdo de cicloexano, por exemplo, e
dar origem ao etanol anidro (VAZ JUNIOR, 2011) que, de acordo com a Resolugéo
ANP n° 7, de 21/02/2013, deve apresentar um teor de no maximo 0,4% de agua para ser

utilizado como combustivel.

A rota bioquimica de producdo de etanol 2G a partir do bagaco e da palha de
cana aproveita parte da tecnologia e infraestrutura utilizadas para producdo do etanol
1G. Na realidade, s@o necessarias mais duas etapas adicionais ao processo convencional
de forma que, a solucdo de acglcares produzida na hidrélise da biomassa pode ser
misturada ao caldo de cana e seguir para a fermentagcdo, como ilustra a Figura 2.2
(DIAS et al., 2009).

De forma geral, as biomassas lignocelul6sicas possuem sua estrutura formada
por 35 a 50% de celulose (CgH1005)x, 20 a 35% de hemicelulose (CsHgO4)m € 15 a 20%
de lignina [CgH1003.(OCH3)0.9-1.7]n (MOOD et al., 2013). A celulose é um polimero
linear formado por duas glicoses como unidades basicas de repeticdo chamadas de
celobiose. A hemicelulose é uma macromolécula altamente ramificada, formada por
varias moléculas de actcares como glicoses, galactoses, manoses, arabinoses e Xiloses
sendo, esta Ultima, presente em maior quantidade (BALAT et al., 2008). A lignina é um
polimero complexo, com estrutura predominantemente aromatica, amorfo e de alta
massa molar, cuja funcdo € manter a estrutura da biomassa unida, conferindo-lhe rigidez
e resisténcia a ataques externos. O alto poder calorifico da lignina Ihe confere potencial
para ser utilizada como fonte de energia (PEREIRA Jr et al., 2008).
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Figura 2.2: Diagrama de blocos do processo de producdo de etanol de segunda geracéo
a partir da biomassa de cana-de-acucar (adaptado de CARDONA et al., 2010).

A celulose se encontra ordenada em varios agregados com regides cristalinas e
amorfas chamados de microfibrilas (LAGAERT et al.,, 2009). As microfibrilas
constituem a unidade fundamental da parede celular das plantas e estdo orientadas em
diferentes angulos com espessuras distintas. Com cerca de 10 a 25 nanémetros de
didametro, as microfibrilas se retnem em feixes maiores, formando as fibrilas cujas
principais fungdes sdo conferir sustentabilidade, rigidez e flexibilidade a planta
(ALBERSHEIM et al., 2011).

A parede celular, de forma geral, pode ser dividida nas trés regides distintas:
lamela média, parede primaria e parede secundaria. A lamela média é a camada mais
externa da parede e corresponde a regido de intersecdo entre as células da planta sendo

responsavel por manté-las unidas. A parede priméaria é composta pelas microfibrilas de
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celulose e outros polissacarideos. As microfibrilas sdo estruturas longas e finas, ligadas
por pontes de hidrogénio. A parede secundéria constitui a camada mais interna da
parede celular e pode ser subdividida nas trés camadas distintas: externa, média e
interna (S1, S1 e S3), que se diferenciam entre si pela espessura e orientacdo das fibrilas
de celulose (ALBERSHEIM et al., 2011).

Como a estrutura da biomassa lignocelulésica ndo apresenta acgucares
disponiveis prontos para serem fermentados, é necessaria a etapa de hidrolise que
consiste na transformacao da celulose e hemicelulose em mondmeros de agucares, por
meio de via acida ou enzimatica. A hidrolise das fracGes celuldsica e hemiceluldsica
geram, principalmente, os acucares glicose e xilose, respectivamente (AGUILAR et al.,
2002). Existem diversos fatores relacionados a biomassa que afetam a hidrdlise
enzimatica, como a cristalinidade, porosidade, o grau de polimerizacdo, o tamanho da
area superficial, entre outros (RABELO, 2010).

Ap0s essa etapa, 0s aglcares sao fermentados a etanol. A fermentagdo da glicose
por meio da levedura Sacharomyces cerevisiae, usada na indudstria para produgdo em
larga escala, € um processo bem conhecido e consolidado. Entretanto, isso nao acontece
para 0 caso das pentoses, uma vez que esta levedura ndo é capaz de fermentar a xilose
em etanol. Dessa forma, estudos vém sendo conduzidos para tentar desenvolver
geneticamente as leveduras Sacharomyces cerevisiae para que sejam capazes de

fermentar as pentoses com desempenhos satisfatorios (HO et al., 1999).

O uso da fracdo de lignina, que ¢ uma macromolécula complexa de natureza
aromatica, para a producdo de etanol ndo é vidvel. Ela geralmente é utilizada como
matéria-prima para producdo de energia elétrica tornando, muitas vezes, a usina
autossuficiente em energia. Dessa forma, o bagago que no processo de primeira geragéo
é levado as caldeiras para geracéo de energia pode ser substituido pela lignina que é um
subproduto da tecnologia de segunda geracéo, sem comprometer a producéo de energia
(BNDES, 2008).

A biomassa quando hidrolisada na sua forma natural apresenta rendimentos
muito baixos, menores que 20% (MOOD et al., 2013). Isso ocorre porque a biomassa
possui uma estrutura celular rigida, complexa e recalcitrante & decomposicéo devido as
caracteristicas estruturais dos tecidos vegetais e as interacbes de natureza fisico-

quimicas estabelecidas entre a celulose, a hemicelulose e a lignina. Assim, o pré-
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tratamento visa alterar a estrutura da biomassa permitindo que a celulose se torne mais

acessivel a etapa subsequente que é a hidrolise enzimatica (MOOD et al., 2013).

Os principais objetivos do pré-tratamento sdo: alterar o complexo lignina-
hemicelulose - celulose, reduzir a cristalinidade e aumentar sua porosidade e area
superficial, tornando-a, dessa forma, mais acessivel a reacdo de hidrolise enzimatica.
Além disso, um bom pré-tratamento deve preservar as pentoses para aumentar oS
rendimentos de etanol e evitar a formacao de inibidores da fermentagdo (CARDONA et
al., 2010).

A celulose é constituida por regibes cristalinas e amorfas cujas propor¢oes
variam de um material para outro. A intensidade de fragOes cristalinas presentes na
amostra pode ser representada pelo indice de cristalinidade. Essa caracteristica
influencia no comportamento fisico e na reatividade do material, sendo que as regides
amorfas sdo mais susceptiveis a hidrolise enzimatica devido ao arranjo mais
desorganizado das moléculas e a maior distancia entre as fibras, em comparacdo com as
regides cristalinas. Em geral, o indice de cristalinidade dos materiais lignocelul6sicos é
alto, sendo interessante 0 uso de pré-tratamentos que diminuam o indice de
cristalinidade da celulose (LYND et al., 2002).

A celulose é formada por centenas de unidades de glicose unidas por ligacGes
glicosidicas, cujo tamanho da cadeia € representado pelo grau de polimerizacao.
Quando maior o grau de polimerizacdo da cadeia menor € a sua solubilidade. A
hidrolise da celulose é efetuada pelas enzimas exoglucanases e endoglucanases que
atuam nas extremidades e nas por¢des interiores da cadeia, respectivamente. A reducgéo
do grau de polimerizacdo aumenta a quantidade de substrato para acdo enzimaética da
exoglucanase e aumenta a solubilidade da celulose proporcionando maiores
rendimentos de hidrélise (LYND et al., 2002).

Grandes esforcos estdo sendo focados no pré-tratamento, ja que esta € uma das
etapas mais caras do processamento da biomassa e sua eficiéncia influencia fortemente
os rendimentos da reacdo de hidrolise enzimatica e, consequentemente, a fermentacéao
dos xaropes de biomassa (BNDES, 2008). Neste contexto, avancos nos diferentes tipos
de pré-tratamento sdo fundamentais. (RABELO et al.,, 2011; KARUNANITHY e
MUTHUKUMARAPPAN, 2010a).
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2.5 Tipos de Pré-tratamentos

Existem diversos pré-tratamentos com diferentes efeitos e rendimentos e a
escolha do mais adequado depende da biomassa empregada. Estes podem ser
classificados em fisicos, quimicos, fisico-quimicos e biolégicos (MOOD et al., 2013).

Cada pré-tratamento altera de forma diferente a estrutura da biomassa. Os pré-
tratamentos fisicos, como a moagem e a extrusdo ndo alteram a composicdo da
biomassa, mas alteram a sua estrutura por meio do aumento da &rea superficial e
reducdo da cristalinidade. Ja os tratamentos alcalinos, oxidativos, biologicos e 0 AFEX
(Ammonia fiber explosion) removem, principalmente, a fracdo da lignina, logo a
biomassa sera composta majoritariamente por hemicelulose e celulose ao final do
processo. O tratamento acido, explosdo a vapor e LHW (Liquid Hot Water) removem a
hemicelulose para a corrente liquida e forma uma corrente solida rica em celulose e
lignina. Como se pode ver, o pré-tratamento escolhido define a composicdo da biomassa
que serd levada para a hidrdlise (SILVA et al., 2013b).

A eficiéncia do pré-tratamento é avaliada baseada no desempenho da hidrdlise.
Em geral, um bom pré-tratamento proporciona altos rendimentos e taxas de hidrolise,
ndo gera inibidores da fermentacdo, tem baixo custo, ndo apresenta perda de
carboidratos ou degradacdo da biomassa, possibilita a recuperacdo da lignina e consome
pouca energia (BALAT et al., 2008; SILVA et al. 2013b).

2.5.1 Fisicos

Os preé-tratamentos fisicos aumentam a acessibilidade das enzimas a celulose por
meio de mudangas na estrutura da biomassa como o aumento da area superficial,
desfibrilagdo e algumas vezes a reducdo do grau de polimerizacdo e da cristalizacéo,
sem alterar sua composi¢do quimica (ALVIRA et al., 2010). Alguns pré-tratamentos
fisicos incluem extrusdo, moagem de discos, moagem de bolas, micro-ondas e freeze
pretreatment (MOOD et al., 2013).
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A moagem de bolas, um dos principais tipos de pré-tratamento fisico, consiste
em um tambor rotatério preenchido com biomassa e vérias esferas em um meio Umido
ou seco. O cisalhamento gerado entre as esferas devido & rotacdo do tambor é
responsavel pela reducdo do tamanho das particulas e da cristalinidade, aumentando a
sacarificacdo da celulose (SILVA et al., 2013b). Alguns autores vém reportando
elevados rendimentos de glicose, como 89,4% para palha de arroz (HIDENO et al.,
2009), 91% para algod&o e 90% para a conifera Douglas fir (MILLETT et al., 1979).

As principais vantagens da moagem em moinho de bolas referem-se a uma
consideravel reducdo da cristalinidade da biomassa e a ndo formacdo de inibidores.
Adicionalmente ndo existe necessidade de lavar o material pré-tratado, diferentemente
de outros processos que geram efluentes que precisam ser tratados. Entretanto, este
processo tem como principal desvantagem o alto consumo energético que torna, até

agora, o processo inviavel economicamente (SILVA et al., 2013b).

A moagem Umida com discos (WDM — wet disk milling) utiliza discos que giram
em sentidos opostos para cisalhar e triturar a biomassa, reduzindo o tamanho das
particulas e desfibrilando a biomassa. A eficiéncia do pré-tratamento varia de acordo
com a distancia entre os discos e a velocidade de rotacdo (SILVA et al., 2013b). Apesar
de apresentam rendimentos menores que a moagem em moinho de bolas, a moagem de
discos apresenta menor consumo energético dentre as demais modalidades de moagem
(MOQD et al., 2013). No trabalho de HIDENO et al. (2009) a moagem de discos se
mostrou promissora no pré-tratamento de palha de arroz que alcangou rendimentos, na
etapa de hidrdlise enzimatica de 78,5 e 41,5% de glicose e xilose, respectivamente, apos
10 ciclos de operagdo a um custo energetico 20 vezes menor que 0 mesmo tratamento

no moinho de bolas.

A extrusora que é comumente utilizada nas indudstrias de polimeros e alimentos
pode ser utilizada no pré-tratamento fisico da biomassa (ZHANG et al., 2012). A
extrusora consiste em um cilindro com um ou dois parafusos giratorios em seu interior.
O cisalhamento gerado entre os parafusos e as paredes do cilindro proporciona uma

tensdo suficiente para triturar e moer a biomassa (HJORTH et al., 2011).

Apesar dos trabalhos reportados na literatura geralmente apresentarem baixos
rendimentos de agucares, como 48,3% (KARUNANITHY e MUTHUKUMARAPPAN,
2011a) e 48,79% de glicose ( ZHANG et al.,, 2011) a extrusdo apresenta diversas
vantagens como a nao producdo de efluentes, ndo necessidade de lavagem apo6s o
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tratamento e ndo producéo de inibidores e, principalmente, a possibilidade de operar de
forma continua, o que é muito apropriado em escala industrial. J& os trabalhos
reportados que utilizam a extrusdo associada a reagentes quimicos apresentam bons
rendimentos de  glicose, chegando a 97,5% (KARUNANITHY e
MUTHUKUMARAPPAN, 2009b), 86,8% (KARUNANITHY e
MUTHUKUMARAPPAN, 2011d), 86,8% (ZHANG et al., 2012), 94,8% (YOO, 2011)
e 89,9% (DUQUE et al., 2013). Além disso, permitem empregar uma quantidade menor
de reagentes quimicos em relacdo aos tratamentos quimicos convencionais, devido a
boa capacidade de mistura da extrusora (SILVA et al., 2013b).

2.5.2 Quimicos

O pré-tratamento acido também é chamado de pré-hidrolise, pois promove a
hidrélise da hemicelulose e outros polissacarideos a monossacarideos, como Xxilose,
manose, galactose, glicose, entre outros. Como a hemicelulose é constituida
principalmente de xilana, o principal produto do tratamento acido é a xilose (CHEN et
al., 2011). A remocdo da fracdo hemicelulésica torna a celulose mais acessivel as
enzimas da hidrélise (BALAT et al., 2008, BEHERA et al., 2014) o que, geralmente,
resulta em elevados rendimentos de hidrolise para este pré-tratamento (SINGH et al.,
2015).

Pré-tratamentos com acido sulfurico tém sido um dos mais utilizados devido a
sua alta eficiéncia (CARDONA et al., 2010), mas também os acidos nitrico, cloridrico,
fosforico (BEHERA et al., 2014), peracético e oxalico sdo opgbes comumente
reportadas na literatura (SINGH et al., 2015).

O pré-tratamento acido pode ser conduzido em duas condi¢cdes diferentes. A
primeira que utiliza &cido concentrado ndo € tdo atrativa quanto a segunda que utiliza
acido diluido, pois apresenta diversos problemas como formagdo de inibidores,
toxicidade, corrosdo e necessidade de equipamentos resistentes (SINGH et al., 2015). Ja
o tratamento com &cido diluido, em geral com concentracdo de acido entre 0,1 e 2%
(m.v'), costuma ser mais efetivo pois apresenta menor degradagdo de aglicares e com
isso menor formacao de inibidores (BEHERA et al., 2014).
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De forma geral, o pré-tratamento &cido apresenta alguns problemas, como
formagdo de inibidores, corrosdo dos equipamentos, alto custo de operacdo e
manutencdo (BEHERA et al., 2014). Alem das desvantagens j& citadas, os tratamentos
acidos requerem uma etapa adicional para neutralizar a biomassa ao final do pré-
tratamento e eliminar os inibidores formados. Essa etapa acrescenta custos ao processo

e gera uma corrente de efluente liquida (SILVA et al., 2013b).

A formacéo de inibidores da fermentacdo ocorre, principalmente, em casos de
condicdes severas, como elevada acidez e alta temperatura (YOO, 2011). Os inibidores
sdo formados a partir da degradacdo dos agucares ou da lignina gerando produtos que
podem ser classificados em trés grupos: acidos fracos, derivados de furano e compostos
fendlicos. Quando isso ocorre, é preciso desintoxicar a biomassa para reduzir a
concentracdo de inibidores, para que nao haja prejuizos a fermentacdo (PALMQVIST e
HAHN-HAGERDAL, 2000). A Figura 2.3 ilustra a formacéo de inibidores a partir da

degradacdo dos agucares e dos proprios constituintes da biomassa.

O pré-tratamento bésico aumenta a acessibilidade da celulose principalmente
através da remocdo da lignina (MOOD et al., 2013; BALAT et al., 2008). As bases, por
meio da destruicdo da rigida estrutura da lignina, aumentam a porosidade da celulose e

reduzem seu grau de polimerizacdo e cristalinidade (ZHANG et al., 2012).

As bases mais empregadas sdo hidroxido de sddio, hidréxido de célcio, ambnia
e uréia, sendo o hidroxido de calcio diluido o mais utilizado e o mais vantajoso devido a
sua facil manipulacdo e baixo custo (CHANG et al., 1998). Além disso, o hidroxido de
sodio apresenta um resultado mais eficiente em biomassas com teor baixo de lignina de
10 a 18% (ZHANG et al., 2012).

O tratamento basico tem a vantagem de requerer condi¢cdes de temperatura e
pressdo amenas e a degradacdo dos aglcares € menos intensa comparada com 0
tratamento acido (ZHANG et al., 2012). Entretanto, demandam um longo tempo de
residéncia de horas e até dias (BALAT et al., 2008, MOOD et al., 2013) e necessitam

de neutralizacdo da lama formada ao final do processo (MOOD et al., 2013).
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Biomassa

Hemicelulose Celulose Lignina
CH.CO0H
Acido acético m
v
CHO CHO CHO CHO
H OH  HO H H OH H——0H
HO H H H HO——H HO——H
H oH H OH  HO——H H—t—0oH  Compostos fendlicos
CHOH  H——0OH H——OH Homef—OH
CH;OH CHOH CHyOH
Xilose Manose Galactose Glicose
0 CHO HOMHC o] CHO o
g. ?/ \ HCOOH / \U/ \ Har:—|-:|:_ CH; —CH;— COOH
Furfural Acido formico  Hidroximetifurfural Acido levulinico

Figura 2.3: Formacéo dos componentes inibidores (adaptado de PALMQVIST e
HAHN-HAGERDAL, 2000).

Outro pré-tratamento que tem se mostrado bastante eficiente € o pré-tratamento
com liquidos iénicos. Liquidos idnicos (LIs) sdo sais organicos formados por anions
inorganicos e cations organicos e sdo muito utilizados como solventes, pois se fundem
em temperaturas relativamente baixas e possuem baixa pressdo de vapor (ALVIRA et
al., 2010). Em comparagcdo com 0s métodos mais comuns, os LIs tém apresentado
resultados mais satisfatorios, devido a sua habilidade de causar mudancas significativas
na estrutura cristalina da biomassa (SILVA et al., 2013a) como a remogé&o da lignina, a
reducdo da cristalinidade e 0 aumento da &rea superficial (SILVA et al., 2013b). Alguns
dos pontos positivos do seu uso no pré-tratamento sdo as condi¢des de operacdo amenas
e a facil recuperacdo dos liquidos idnicos (MOOQOD et al., 2013). Por outro lado, para
obter um tratamento eficiente, é preciso uma carga de LIs por grama de sélido muito
alta, geralmente 95% de solvente. Dessa forma, a utilizacéo de LIs em larga escala néo é

viavel devido ao seu alto custo e a necessidade de grande quantidade do solvente por
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massa de substrato (SILVA et al., 2013a). Além disso, pode-se citar também como
desvantagem o alto gasto energético demandado para recuperacdo do solvente (MOOD
etal., 2013).

Organosolv é outro método que tem se mostrado bastante promissor no
tratamento da biomassa (ALVIRA et al., 2010). Este utiliza solventes organicos para
solubilizar e remover a lignina e parte da hemicelulose. A biomassa em contato com o
solvente organico aquoso € aquecida, podendo ainda ser utilizado um catalisador &cido
ou béasico (MOOD et al., 2013). Podem ser utilizados solventes como metanol, etanol,
acetona, etilenoglicol e alcool tetrahidrofurfuril (ALVIRA et al., 2010 e MOOD et al.,
2013). No quesito econdmico, os solventes de menor massa molecular sdo preferiveis
devido ao seu menor custo. Os solventes devem ser recuperados para reduzir 0s custos e
ndo prejudicar a fermentacdo. Uma das maiores vantagens € a facil recuperacdo da

lignina pura como coproduto do processo (ALVIRA et al., 2010).

2.5.3 Fisico-Quimicos

O pré-tratamento Liquido com Agua Quente (LHW — Liquid Hot Water) é um
tipo de tratamento hidrotérmico baseado na remocdo da fracdo hemiceluldsica. O
processo consiste na adicdo de dgua a biomassa a alta temperatura e alta pressao, para
manter a 4gua no estado liquido. A agua pressurizada penetra na estrutura da biomassa,
desintegra a matriz lignocelulésica e, devido a acidez da agua a elevadas temperaturas,
solubiliza e remove grande parte da hemicelulose. A acidez da dgua se d& em parte em
decorréncia dos acidos organicos, principalmente acido acético, que sdo liberados da
estrutura da biomassa nas elevadas temperaturas e agem como catalisadores na hidrélise
da hemicelulose. Ao mesmo tempo, os agUcares formados podem ser parcialmente
degradados a compostos furanicos prejudicando a fermentabilidade do material gerado.
Sendo assim, dependendo das condi¢Ges do processo, podem ser formados inibidores
como furfural, hidroximetilfurfural (HMF) e acido acético (MOSIER et al., 2005). Ao
final do processo, forma-se uma corrente solida rica em celulose e outra liquida rica em
acucares derivados da hemicelulose. Como o pre-tratamento ndo utiliza reagentes
quimicos ou catalisadores, elimina a necessidade de se trabalhar com reatores resistentes

a corrosdo e de neutralizar a biomassa tratada (SILVA et al., 2013b). Sua maior
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vantagem € a pouca ou nenhuma producdo de inibidores, porém consome grandes

quantidades de agua.

Outro tipo de tratamento hidrotérmico é o tratamento a vapor que € muito
semelhante ao LHW exceto pelo fato de que a biomassa entra em contato com uma
corrente de vapor de agua. Isso torna possivel empregar uma carga maior de biomassa
no reator reduzindo o consumo de &gua, entretanto o tratamento LHW proporciona uma

maior remoc&o de hemicelulose e menor formacéo de inibidores (SILVA et al., 2013b).

Um dos principais pré-tratamentos para materiais lignoceluldsicos é a explosdo a
vapor. A biomassa na presenca de agua € pressurizada e aquecida durante alguns
minutos e, logo em seguida, sofre uma répida descompressdo. Essa mudanca brusca
causa uma “explosédo” que rompe as ligacbes do material reduzindo o tamanho das
particulas e aumentando sua porosidade. A explosdo a vapor é também chamada de
auto-hidrolise devido a sua capacidade de hidrolisar a hemicelulose e produzir agUcares.
A fragdo liquida formada ao final do processo é rica em agUcares da hemicelulose
enquanto que a fracdo sélida é rica em celulose e lignina. Assim como no tratamento
hidrotérmico, dependendo das condi¢cdes empregadas, a explosdo a vapor pode formar
inibidores como compostos fendlicos, furfural e HMF a partir da degradacéo de lignina,
pentoses e hexoses, respectivamente. O processo pode ocorrer sem a presenca de
catalisadores quimicos que geralmente resulta em um rendimento de hidrélise baixo
(<65%) (BALAT et al., 2008). A presenca de catalisadores como CO,, SO, e H,SO,
pode melhorar a sacarificacdo da biomassa, entretanto pode haver producdo de
inibidores e a necessidade de uma etapa de neutralizacdo apds o tratamento. Tem como
vantagens bons rendimentos de acgUcares, ndo necessidade de moagem prévia da
biomassa (SILVA et al., 2013b), baixo consumo energético e auséncia de custos com
tratamento de efluentes (BALAT et al., 2008). Apresenta como principal desvantagem a
geracdo de inibidores da fermentacdo (ALVIRA et al., 2010).

A explosdo da fibra com aménia (AFEX - Ammonia fiber explosion) tem o
conceito muito parecido com a explosdo a vapor. A biomassa é posta em contato com
amoOnia a uma alta pressdo, em torno de 1,72 a 2,06 MPa, e temperatura moderada, em
torno de 60 a 120 °C, durante um intervalo de tempo de geralmente 30 minutos, seguido
por uma rapida descompressdao. Apesar de ndo produzir diretamente acgucares, 0
processo cliva as ligacdes entre a lignina e o complexo tornando a celulose e a

hemicelulose mais acessiveis as enzimas da hidrolise (MOOD et al., 2013). Tem como
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desvantagem o proprio uso da amonia e a necessidade de sua recuperagdo, devido ao
seu alto custo, bem como, por questdes ambientais (SILVA et al., 2013b). Tem como
vantagens o baixo consumo de energia, a geragdo minima de inibidores e a fécil
recuperacdo da amonia (BALAT et al., 2008).

2.5.4 Biologicos

O pré-tratamento bioldgico utiliza microorganismos, principalmente fungos,
para solubilizar a lignina e remové-la da biomassa através da secre¢do de enzimas, sem
necessidade de adi¢do de produtos quimicos ou altas temperaturas (MOOD et al., 2013).
A remocao da lignina torna a celulose mais acessivel, favorecendo a etapa de hidrolise.
Apesar de consumir pouca energia, o pré-tratamento bioldgico requer um tempo elevado
para desconstrucdo da biomassa e apresenta custo elevado (MOOD et al., 2013;
BALAT et al., 2008).

De forma geral, os pré-tratamentos descritos acima e diversos outros ndo citados
podem ser empregados combinados uns com 0s outros. Essa alternativa tem o propésito
de aproveitar as vantagens de ambos 0s pré-tratamentos e reduzir ou eliminar os

problemas associados a cada um (MOOD et al., 2013).

As Tabelas 2.1 e 2.2 apresentam diversos pré-tratamentos realizados sob
determinadas condicGes especificas para o bagaco e a palha da cana-de-agucar que sdo
as duas biomassas utilizadas neste trabalho. As tabelas mostram também os respectivos
rendimentos de glicose (1) na etapa de hidrolise enziméatica que d& uma indicagdo da

eficiéncia do pré-tratamento.

Apesar de muitos dos pré-tratamentos apresentados nas tabelas fornecerem altos
rendimentos de hidrélise, varios deles apresentam uma série de desvantagens, como

producdo de inibidores da fermentacdo, geracdo de efluentes ou alto gasto energético.
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Tabela 2.1: Diferentes pré-tratamentos para o bagaco de cana-de-agucar

Tipo de pré-tratamento Reagente Condigoes n glicose (%) Referéncia
Explosdo a vapor SO, 190 °C, 5 min 86,3 (72h) Sendelius, 2005
Alcalino NaOH 10% NaOH, 90 °C, 1 h 56,23 (120h) Zhao et al., 2009
AFEX amonia 120 °C, 30 min, 2:1 amoénia: biomassa 70 (72h) Krishnan et al., 2010
Acido diluido H,SO, 130 °C, 15 min, 0,5% (wt) 41,5 (72h) Rueda et al., 2010
80 (24h)
Steam-pretreated SO, / sem reagente 190 °C, 5 min / 200 °C, 10 min Carrasco et al., 2010
45 (24h)
CO, 205 °C, 15 min 86,6 (96h)
Explosao a vapor Ferreira-Leitdo et al., 2010
SO, 190 °C, 5 min 79,7 (96h)
Peroxido de hidrogénio H,0,; 2% de perdxido, 60 °Ce 16 h 63 (?h) Monte et al., 2011
Acido diluido e Organosolv NaOH 30% (v/v) etanol, NaOH, 195 °C, 60 min 43,2 (24h) Mesa et al., 2011
Acido diluido H,SO,4 + C,H40, 1 kg:10 L (sélido:liquido) 76 (72h) Rocha etal., 2011
120 °C, 120 min, 5% sdlido
[Emim][Ac] 98,2 (48h)
[Bmim][Cl] 120 °C, 120 min, 5% sdlido 38,6 (48h)
Liquidos lIonicos Silva et al., 2011
[Amim][Cl] 43,3 (48h)
120 °C, 120 min, 5% sélido
[Mmim][DEP] 61,9 (48h)

Liquidos lIonicos

[Emim][Ac]

120 °C, 120 min, 5% sdlido
145 °C, 14 min, 14% sélido

69,7(total) (?h)

Yoon et al., 2012
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Tabela 2.1: Diferentes pré-tratamentos para o bagaco de cana-de-agucar - Continuagdo

Tipo de pré-tratamento Reagente Condigoes n glicose (%) Referéncia
Moinho de bolas - 400 rpm, 60 min 78,7 (72h) Silva et al., 2010
WDM - 1800 rpm, 20 ciclos 49,3 (72h) Silva et al., 2010
Ozondlise ozonio 41,79 (24h) Travaini et al., 2013
Ozondlise + WDM ozbnio 60 min de ozondlise, 4 ciclos e 1,2 min.g'1 de WDM 89,67 (72h)
. Barros et al., 2013
WDM + Ozondélise ozonio 4 ciclos, 0,2 min.g™~ de WDM e 60 min de ozondlise 81,1 (72h)
LHW - 190 °C, 18,41 min, 12,5% (v/v) 100 (72h) Santos et al., 2014

Tabela 2.2: Diferentes pré-tratamentos para a palha de cana-de-agtcar

Tipo de pré-tratamento  Reagente Condigoes n glicose (%) Referéncia
Acido diluido H,0, 195 °C, 10 min, 1% (wt) 72,4 (72h) Oliveira et al., 2010
o, 220 °C, 5 min 97,2 (96h)
Explosao a vapor Ferreira-Leitao et al., 2010
SO, 190 °C, 5 min 91,9 (96h)
Moinho de bolas - 400 rpm, 90 min 77,6 (72h) Silva et al., 2012
WDM + ozondlise ozonio 4 ciclos, 0,2 min.g'1 de WDM e 60 min de ozondlise 92,4 (72h)
. Barros et al., 2013
Ozondlise + WDM ozOnio 60 min de ozondlise, 4 ciclos e 0,8 min.g - de WDM 63,1 (72h)
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2.6 Hidrdlise Enzimatica

Ap0s o pré-tratamento, a biomassa segue para a etapa de hidrélise em que suas
cadeias sdo quebradas em agUcares fermentesciveis. A hemicelulose € convertida em
pentoses, predominantemente Xxiloses, e a celulose é convertida em glicose (CHEN et
al., 2011). A reacdo utiliza o auxilio de um catalisador acido ou enzimatico, de acordo
com a equacao abaixo (BALAT et al, 2008).

(CeH100s)n + NH20 = nCsH1206 (2.2)

Existem trés formas diferentes de conduzir a hidrolise: hidrélise com &cido
concentrado, hidrélise com acido diluido e hidrdlise enzimatica. As duas primeiras
utilizam um &cido como acido sulfarico ou éacido cloridrico, para quebrar as cadeias de
celulose e hemicelulose. (BALAT et al., 2008). A hidrdlise acida, além de mais répida

que a hidrdlise enzimatica, ndo necessita de pré-tratamento (LENIHAN et al., 2010).

A hidrélise com acido concentrado alcanca altas conversdes e altas taxas de
hidrélise (WIJAYA, et al., 2014), entretanto a elevada acidez do meio provoca
degradacéo dos carboidratos formados, produzindo furfural e HMF a partir das pentoses
e hexoses, respectivamente (LENIHAN et al., 2010). Como a hemicelulose se hidrolisa
mais rapidamente que a celulose, seus agUcares ficam expostos no meio por mais tempo,
por esse motivo, a degradacdo ocorre principalmente nos derivados da hemicelulose.
Outras desvantagens incluem toxicidade, corrosividade, necessidade de equipamentos
resistentes (WIJAYA, et al., 2014) e a necessidade de recuperacdo e concentragdo do

acido para viabilidade econémica do processo (BALAT et al., 2008).

A hidrolise com éacido diluido ocorre em dois estagios, sendo que no primeiro,
sob condig¢des mais amenas, o acido diluido hidrolisa primeiramente a hemicelulose. No
segundo estagio, em condic¢des mais severas, ocorre a hidrolise da fracdo celulolitica da
biomassa. Suas vantagens incluem alta velocidade de hidrélise e possibilidade de
processo continuo. Apesar de apresentar menor rendimento de hidrélise em relagdo a

hidrolise com acido concentrado, (WIJAYA, et al., 2014), ndo necessita da etapa de
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recuperacdo do &cido ao final do processo (ROMERO et al., 2010). Uma vez que a
utilizacdo de acido diluido requer altas temperaturas (200 a 240 °C), a formacdo de
produtos indesejados como HMF a partir da degradacdo dos carboidratos é inevitavel
(CARDONA et al., 2010).

A opcédo pela hidrolise enzimatica ultimamente tem sido mais adotada que a
hidrolise com é&cidos concentrados ou diluidos (ZHU et al., 2009), isso porque a
hidrolise acida apresenta alguns problemas como a corrosdo causada pelo acido
concentrado, necessidade de equipamentos altamente resistentes, necessidade de
correcdo do pH para a etapa de fermentacdo e producdo de inibidores da fermentagéo
(TAHERZADEH et al., 2007a; SOARES et al., 2011). Além disso, a hidrélise
enzimatica pode ser conduzida em condi¢fes amenas, apresenta menores custos com
equipamentos e geralmente possui maiores conversdes que a hidrélise acida (BALAT et
al., 2008; SOARES et al., 2011).

Na hidrolise enzimética a reacdo € catalisada por um grupo de enzimas,
chamadas celulases, que agem em sinergismo para quebrar as cadeias de celulose. A
reacdo apresenta elevados rendimentos e é conduzida em condi¢cBes mais brandas se
comparada ao processo de hidrdlise acida aléem de ndo apresentar problemas de
corrosdo. A principal desvantagem dessa técnica é o elevado custo das enzimas e o
longo tempo de residéncia (TAHERZADEH e KARIMI, 2007b).

Existem pelo menos, trés enzimas que fazem parte do complexo celulolitico
atuando sinergicamente na quebra da celulose. Elas séo classificadas com base na sua
especificidade em relagdo ao substrato: 1) endo-1,4-B-D-glucanases (EG) que atacam
preferencialmente as ligacGes internas da estrutura, produzindo oligossacarideos de
varios comprimentos, 0 que aumenta a quantidade de extremidades da cadeia e reduz a
viscosidade do meio; 2) exo-1,4-B-D-glucanases ou celobihidrolases (CBH) que clivam
0s segmentos pelas extremidades redutoras e ndo redutoras das cadeias, liberando
celobiose como produto principal e 3) B-glicosidase responsaveis por hidrolisar a
celobiose em glicose (ANDERSEN, 2007; SOARES et al., 2011).

O processo consiste basicamente de trés etapas: adsorcdo da celulase na
superficie da celulose, biodegradacdo da celulose em acUcares fermentesciveis e
dessorcdo da celulase (TAHERZADEH e KARIMI, 2007D).
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Caso a hemicelulose se mantenha na estrutura da biomassa mesmo apos o pré-
tratamento, sdo empregadas enzimas mais complexas e especificas para sua hidrdlise,
chamadas hemicelulases (TAHERZADEH e KARIMI, 2007b). A xilana € o principal
constituinte da hemicelulose e € hidrolisada pelas enzimas xilanases que fazem parte do

complexo hemicelulolitico (BEG et al., 2001).

A atividade das enzimas diminui com o tempo em parte devido a adsor¢do
irreversivel das celulases na superficie da celulose. Além disso, a acdo das enzimas EG
e CBH sofre inibicdo com o aumento da concentracdo de glicose e principalmente de
celobiose, por esse motivo, a B-glicosidase, responsavel pela remoc¢éo de celobiose, tem

um papel fundamental na degradacdo de materiais lignocelulésicos (ISAACS, 1984).

Comumente, a reacdo € caracterizada por uma alta taxa de hidrélise no inicio do
processo devido a degradacdo da celulose que se encontra mais acessivel as enzimas.
Apos algumas horas de reacdo, a medida que o acesso a celulose se torna mais dificil, a
taxa de reacdo cai rapidamente até atingir um patamar onde toda biomassa acessivel as
enzimas foi consumida (BALAT et al., 2008).

Sdo varios os fatores que influenciam no rendimento da reacdo como, por
exemplo, concentracdo de substrato, atividade das enzimas, caracteristicas do substrato
(cristalinidade, area superficial), condi¢des da reacdo (temperatura, pH, velocidade de
rotacdo, entre outras) (McMILLAN, 2004) e composicdo dos blends, ou seja,
balanceamento das diferentes atividades que fazem parte do pool celulésico
(ANDERSEN, 2007). Dessa forma, faz-se necessario a otimizacdo do processo para
alcangar os melhores rendimentos (McMILLAN, 2004).

2.7 O Pré-tratamento por Extrusdo

A extrusdo € considerada um pré-tratamento termo-fisico que promove
mudancas fisicas na biomassa. As mudangas sdo causadas devido aos processos de
cisalhamento, mistura e aquecimento a que a biomassa esta sujeita durante a passagem
pela extrusora. Esses efeitos causam a destruicdo da rigida estrutura da biomassa, o que

acarreta em uma maior exposicao da superficie da celulose, diminui sua cristalinidade e

29



aumenta a porosidade, favorecendo a conversdo na etapa de hidrolise
(KARUNANITHY e MUTHUKUMARAPPAN, 2011b e MOOD et al., 2013).

A extrusdo apresenta um conjunto de vantagens que nenhum outro pré-
tratamento oferece (MOOD et al., 2013). E um processo continuo que, por esse motivo,
possui alta capacidade de processamento e possibilita a obtencdo de um produto mais
uniforme em comparagdo com os processos em batelada (YOO, 2011). Essas vantagens

favorecem a producao de bioetanol em larga escala (LEE et al., 2010b).

Outra grande vantagem ¢é a ndo formacdo de inibidores da fermentacdo. Os
trabalhos encontrados na literatura reportam auséncia de inibidores no produto
extrusado (KARUNANITHY e MUTHUKUMARAPPAN, 2010a e 2011a), exceto para
casos em que a extrusao € realizada em associacdo a outro pré-tratamento, dependendo
também da temperatura utilizada (KARUNANITHY e MUTHUKUMARAPPAN,
2009b e 2011d).

As demais vantagens incluem curto tempo de residéncia, temperatura moderada
e facil adaptabilidade as mudancas no processo (LEE et al., 2010b). Além disso, ndo
existe necessidade de lavar o material pré-tratado, desde que o aditivo empregado nédo
prejudique as etapas subsequentes. Com isso, ndo ha formacédo de efluentes eliminando
0S custos com o tratamento e a disposicdo dos mesmos (MOOD et al., 2013) Para a
extrusdo de materiais lignocelulésicos faz-se necessario o uso de um aditivo com o
objetivo de melhorar as propriedades de fluidez do material, facilitando seu transporte.
Caso contrario, podem ocorrer entupimento e degradacdo da biomassa, principalmente
na zona de mistura (SILVA et al., 2013a). Segundo SILVA et al. (2013b), aditivos que
possuem afinidade com a celulose como, por exemplo, o glicerol, o etilenoglicol e o
dimetil sufoxido (DMSO) sdo boas opg¢des, pois desfibrilam eficientemente as paredes

celulésicas da biomassa facilitando seu transporte.

LEE et al. (2009) testaram aditivos com afinidade pela celulose na extrusdo da
conifera Douglas fir. Dentre os aditivos testados, etilenoglicol, glicerol e dimetil
sufoxido (DMSO), o que obteve maior eficiéncia na desfibrilacdo da biomassa foi o
etilenoglicol com um rendimento maximo na hidrélise de 62,4% de glicose, contra
rendimentos de 36,1% e 35,7% para dimetil sufoxido e glicerol, respectivamente. Foi
observado que o etilenoglicol proporcionou um produto com tamanho das fibras menor

que os produtos tratados com os demais aditivos. Segundo o autor, o etilenoglicol se
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intercala entre as fibras da celulose, prevenindo que as mesmas se agreguem novamente.
O resultado maximo alcancado foi 6 vezes maior que o rendimento da biomassa sem
tratamento. Segundo LEE et al. (2009) estes aditivos ndo apresentaram inibicdo as

enzimas da hidrolise e por isso ndo causam prejuizo para esta etapa.

Outro aditivo promissor € o Tween 80, que possui a¢do surfactante devido a sua
capacidade de alterar as propriedades superficiais dos liquidos e, por isso, geralmente
utilizado para emulsificar 6leo em agua. A adicdo de Tween 80 ao pré-tratamento pode
melhorar a eficiéncia devido a sua acdo surfactante (ZHENG et al., 2008). Muitos
estudos indicam que a utilizacdo de um surfactante e outros tensoativos, como o
etilenoglicol, na hidrolise enziméatica de materiais lignoceluldsicos, melhoram sua
eficiéncia por meio das trés atuacdes: sua estrutura interage com a lignina formando
uma barreira e impedindo que as enzimas sejam adsorvidas na lignina, formam micelas
sobre as celulases protegendo-as da desnaturacdo, removem parte da lignina
aumentando a acessibilidade a celulose; além de ajudar na distribuicdo das enzimas
dentre as fibras da biomassa (LEE et al., 2009; ZHENG et al., 2008). Segundo LI et al.
(2012), o etilenoglicol também atua reduzindo a adsor¢do ndo produtiva de celulases

ndo somente na lignina, mas também na celulose.

Alguns pesquisadores realizaram a extrusdo associada a tratamento quimico
(SILVA et al., 2013a; KARUNANITHY e MUTHUKUMARAPPAN, 2009b, 2011c,
2011d; CHEN et al., 2011). Dessa forma, o uso de aditivos ndo foi necessario, pois o
proprio solvente quimico atou facilitando o transporte da biomassa. Outros
pesquisadores utilizaram a 4agua como aditivo da extrusdo (KARUNANITHY e
MUTHUKUMARAPPAN, 2010a, 2011b, 2011a; LAMSAL et al., 2010; LEE et al.
2010a), entretanto 0 uso da &gua restringe a operagdo a temperaturas mais baixas para

evitar sua evaporacéo.

YOO (2011) utilizou como aditivo o amido de milho, pois ele forma uma massa
viscosa fundida que facilita o transporte da biomassa, durante a extrusdo. Realizou
também a extrusdo de amostras sem o amido de milho. Para essas amostras a agua
substituiu 0 amido como aditivo, sendo assim, foi necessario aumentar a umidade da
biomassa para teores que variaram de 40 a 50%. Até 80 °C a extrusdo das amostras sem
amido aconteceu com facilidade, entretanto nas temperaturas de 110 e 140 °C o autor

relata a ocorréncia de bloqueios no transporte e até mesmo a combustdo da biomassa.

31



LEE et al. (2009) também realizaram a extrusdo da conifera Douglas fir na
temperatura de 40 °C, utilizando apenas d4gua como aditivo, entretanto, o torque do
equipamento excedeu sua capacidade maxima, mostrando que a agua apresentou menor

capacidade de transportar a biomassa que os demais aditivos.

Outro fator importante que norteia a escolha do aditivo € o seu preco no
mercado. Levando-se em conta o aspecto econémico, o glicerol é vantajoso frente aos
demais aditivos por se tratar de um subproduto da producédo de biodiesel e, com isso,
apresentar baixo custo, como mostra a Tabela 2.3, que apresenta o preco médio de
exportacao dos aditivos utilizados neste trabalho no ano de 2013.

Tabela 2.3: Preco médio de exportacdo no ano de 2013

Aditivo Preco médio (U$$ FOB/ton)
Glicerol bruto 356,0
Etilenoglicol 1054,5

Tween 80 ~3000,0

Fonte: Aliceweb (2014)

2.7.1 Aspectos Gerais da Extruséo da Biomassa

A extrusdo é um processo bastante antigo e muito utilizado nas indistrias de
alimentos e polimeros (ZHANG et al., 2012). Nesse processo, varias operacdes
unitrias ocorrem simultaneamente, como mistura, aquecimento e corte, provocando
transformacoes fisicas e quimicas (CHIRUVELLA, 1996).

O equipamento consiste, basicamente, em um cilindro que abriga em seu interior
um parafuso (ou rosca) giratorio. O parafuso gira por meio de um motor que permite
que sua velocidade de rotacdo seja controlada. A matéria-prima entra por um funil de
alimentacdo que, em geral, apresenta uma se¢éo cilindrica seguida por uma se¢éo conica
(CUNHA, 1999). Quando atinge o parafuso, a matéria-prima € transportada ao longo do
cilindro onde esta sujeita a mistura, corte e aquecimento. Isso resulta em um desgaste

consideravel do material, desordenando sua estrutura rigida (HJORTH et al., 2011).

O transporte ao longo do cilindro até a matriz ocorre por meio da rotacdo do

parafuso. Um aumento na velocidade da rosca influencia no fluxo de avanco
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aumentando a producdo. O cilindro é aquecido, geralmente, por meio de resisténcias
elétricas que permitem que sua temperatura seja controlada. O cilindro, entdo, fornece
calor por conducdo ao material que € progressivamente aquecido ao longo de sua
passagem. Na maioria das vezes, existem sensores de temperatura localizados na matriz
e na parede do cilindro ao longo de seu comprimento (CUNHA, 1999). No caso da
biomassa, a extrusdo é realizada com o material no estado solido e deve-se tomar o
cuidado para que a temperatura de aguecimento seja inferior a temperatura de

degradacédo da biomassa.

As extrusoras podem apresentar uma Unica rosca ou rosca dupla. Apesar de mais
caras, as extrusoras de dupla rosca apresentam maior eficiéncia no transporte de massa e
maior capacidade de evitar a degradacdo do material devido sua alta eficiéncia de
mistura. As extrusoras de dupla rosca se dividem em dois tipos: corrotantes e
contrarrotantes, o primeiro para 0 caso em que as roscas giram no mesmo sentido, e o
segundo quando giram em sentidos opostos (GOGER, 2013). Também podem ser
classificadas de acordo com a interacdo entre as duas roscas em intercalada e néo

intercalada (tangencial ou separada), como mostra a Figura 2.4 (JIANG, 2008).

O0O00O

(b) (c)

Figura 2.4: Classificacdo da extrusora quanto a posicéo dos parafusos: (a)
intercalada, (b) ndo intercalada tangencial e (c) ndo intercalada separada.

Seus parafusos podem ser montados conectando-se os trés tipos de elementos de

parafusos: de transporte, de mistura e reverso. A escolha da configuracdo do parafuso
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depende do objetivo da extrusdo (SILVA et al., 2013). O primeiro tem a funcéo,
principalmente, de transportar o material ao longo do cilindro, o reverso tem a fungéo de
transportar o material na direcdo contraria a saida, aumentando o tempo de residéncia
(HIETALA et al., 2011). J& os elementos de mistura formam a zona de mistura onde o
material € intensivamente cisalhado entre a parede do cilindro e os parafusos, tornando-
se mais homogéneo. A zona de mistura é composta por sucessivos discos ligados uns
aos outros com um ligeiro angulo de desvio entre os mesmos (ELSEY, 2012). A
configuracdo dos discos promove um efeito de expansdo e compressdo do material na

medida em que os parafusos giram, como é possivel ver na Figura 2.5 (TODD, 1997).

Figura 2.5: Acdo dos discos na biomassa durante a rotagcdo dos parafusos (vista de
frente) (TODD, 1997).

Os discos de uma mesma zona de mistura podem estar conectados entre si com
diferentes angulagbes. Quando ortogonais entre si ndo possuem capacidade de
transportar material na direcdo axial. Quando conectados em uma angulagédo positiva,

ou seja, na mesma direcdo da zona de transporte, apresentam boa capacidade de
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transportar material. J4 quando conectados em uma angulacdo negativa, transportam

parte do material na direcdo contraria ao fluxo (TEIXEIRA et al., 2010).

HIETALA et al. (2011) investigaram a influéncia de diferentes configuracdes de
parafusos na extrusdo de lascas de madeira destinadas para produgdo de compdsitos de
madeira-polimero. A primeira configuracdo testada apresentou diversos elementos de
transporte e apenas um elemento de mistura e a segunda consistiu na adigdo de um
elemento reverso ap0s o elemento de mistura. Seus resultados mostraram que a
configuracdo contendo o elemento reverso proporcionou uma biomassa mais cominuida

com tamanhos de fibras menores devido a maior intensidade de cisalhamento.

A eficiéncia do pré-tratamento, geralmente medida por meio do rendimento da
hidrolise, pode sofrer influéncia dos parametros de extrusdo, como a velocidade de
rotacdo do parafuso, a temperatura do cilindro, a geometria da rosca e as condicdes de
alimentacdo como vazdo, solvente utilizado, teor de umidade e tamanho das particulas
(KARUNANITHY e MUTHUKUMARAPPAN, 2009c). Como se pode ver adiante,
muitos trabalhos tém sido desenvolvidos com o intuito de investigar a influéncia dessas

variaveis no desempenho do processo.

KARUPPUCHAMY e MUTHUKUMARAPPAN (2009a) e KARUNANITHY e
MUTHUKUMARAPPAN (2010b) conseguiram um rendimento maximo de glicose de
62,5, 45,2 e 61,4% na hidrdlise enzimética da casca de soja, da planta perene Panicum
virgatum e da graminea Pectinata spartina, tratadas em uma extrusora de roca unica,
respectivamente. Foi encontrado o xilitol, &cido acético e o glicerol em algumas

amostras.

KARUNANITHY e MUTHUKUMARAPPAN (2010a) ao pre-tratar a palha de
milho em uma extrusora de rosca Unica, investigaram a influéncia da velocidade de
rotacdo do parafuso e da temperatura do cilindro no rendimento da hidrdlise utilizando
diferentes combinagdes de enzimas e diferentes razfes entre elas. Observou que ambas
as variaveis apresentaram efeitos significantes sobre a conversdo, com valores 6timos de
velocidade e temperatura de 75 rpm e 125°C. Nessas condig¢Oes foram obtidos 75% de
conversdao de glicose e 49% de xilose, correspondendo a 1,97 e 1,7 vezes 0s
rendimentos de glicose e xilose da biomassa ndo tratada. Como ja era esperado, nao foi
constatada a presenca de furfural e HMF nos produtos. Com o objetivo de aumentar a
digestibilidade da biomassa, KARUNANITHY e MUTHUKUMARAPPAN (2009b)
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combinaram a extrusdo da palha de milho com diferentes concentrac@es de hidroxido de
sodio. A associacdo dos dois pré-tratamentos se deu em sequéncia, de forma que, a
extrusao foi realizada somente apos o tratamento alcalino. A recuperacdo dos acucares
foi influenciada por todas as variaveis independentes, a saber, temperatura do cilindro,
velocidade de rotacdo, concentracdo alcalina e tamanho da particula. O rendimento
maximo obtido foi 97,5% de glicose e 95% de xilose na condigdo de 180 °C, 155 rpm,
2% de NaOH e 8 mm de tamanho de particula. Segundo os autores, a alta temperatura
evaporou parte da umidade contida na biomassa intensificando o atrito; a alta
velocidade ocasionou um cisalhamento mais intenso e a alta concentragdo alcalina
proporcionou maior deslignificacdo. Foi constatada a presenca de acido acético nas
amostras tratadas, porém, na condicao otimizada, a concentracdo do inibidor foi muito

inferior ao limite em que a inibicdo comegar a ocorrer.

LAMSAL et al. (2010) obtiveram, para o farelo de trigo, melhores resultados de
hidrolise por meio de extrusdo quando comparada com o pré-tratamento em moinho de
martelos. O mesmo ndo ocorreu para a casca de soja que apresentou melhores resultados
no moinho de martelos. A adi¢do de uma solucéo alcalina contendo hidréxido de sédio,
ureia e tioureia anterior ao processo de extrusdo e uma solucdo de cloreto de célcio
posterior a mesma ndo contribuiram para melhores resultados. Mesmo para as amostras
tratadas sem a adicdo de produtos quimicos, a lavagem com agua apds a extrusao
aumentou significativamente os rendimentos de acucares. Isso indica que a lavagem
além de remover os solventes quimicos, removem também substancias que causam
inibicdo da hidrolise. Os melhores rendimentos alcancados foram 73 e 36% para o

farelo de trigo e a casca de soja, respectivamente.

KARUNANITHY e MUTHUKUMARAPPAN (2011b) avaliaram a influéncia
das condicbes de operacdo (temperatura do cilindro e velocidade de rotacdo do
parafuso) e de alimentacdo (tamanho de particula e teor de umidade) no torque de uma
extrusora de rosca Unica para diferentes tipos de biomassas lignocelulésicas. Segundo
0s autores, o0 torque esta relacionado com o consumo de energia durante o processo. Os
autores observaram que todas as variaveis tiveram influéncia significante e negativa
sobre o torque e propuseram um modelo quadratico para predicdo do mesmo que
apresentou boa concordancia com os dados experimentais. A umidade da biomassa foi o
fator que exerceu maior influencia no torque, de forma que, a umidade facilitou a

passagem da biomassa e reduziu o torque. O aumento da temperatura do cilindro
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provocou um “amaciamento” das biomassas, o que facilitou sua passagem e reduziu o
torque. Entretanto, para temperaturas muito altas ocorreu a remocdo de parte da
umidade da biomassa aumentando o torque. Uma vez que a taxa de alimentacéo foi
constante e independente da rotacdo do parafuso, em altas rotacbes ocorreu uma
reducédo do fator de preenchimento dentro do cilindro e com isso a redugdo do torque.
Dessa forma, combinagdes de baixa temperatura e umidade, baixa rotacdo e pequenos
tamanhos de particulas resultaram em maiores torques e maiores rendimentos na etapa

de hidrolise.

KARUNANITHY e MUTHUKUMARAPPAN (2011c) otimizaram o tratamento
alcalino associado com a extrusdao de big bluestem, utilizando a metodologia de
superficie de resposta. A biomassa foi tratada com hidréxido de sddio e logo apos,
processada em uma extrusora de rosca unica. As variaveis investigadas foram
concentracdo alcalina, velocidade de rotacdo, temperatura do cilindro e tamanho das
particulas da biomassa. Os autores propuseram um modelo de segunda ordem para
predicdo do rendimento dos acUcares que apresentou um bom ajuste sobre os dados.
Dentre os termos independentes do modelo, somente as duas primeiras variaveis
influenciaram significantemente o rendimento de hidrdlise, sendo que a concentracdo
alcalina apresentou maior efeito. As demais varidveis tiveram influéncia nos termos de
interacdo. De acordo com o modelo, um aumento na velocidade de rotacdo contribui
positivamente, indicando que a intensidade de cisalhamento (maior em altas
velocidades) é mais importante que o tempo de residéncia (maior em baixas
velocidades). O aumento da concentracdo alcalina também contribuiu de forma positiva,
uma vez que a deslignificacdo foi intensificada. Foi obtida uma recupera¢do maxima de
acucares de 89,9% para as seguintes condi¢des 6timas: temperatura do cilindro de 90°C,
velocidade de rotacdo de 155 rpm, concentracdo de NaOH de 2% (w/v) e tamanho de

particula de 4 mm.

KARUNANITHY e MUTHUKUMARAPPAN (2011a) realizaram o pre-
tratamento da planta Spartina pectinata apenas utilizando a extrusdo. Verificaram que
dentre todos os fatores, apenas o teor de umidade apresentou efeito significativo e
nenhum inibidor foi encontrado no produto. A condicdo otimizada apresentou
rendimentos baixos de glicose de 48,3% e rendimentos de xilose de 77,8%. Com
objetivo de aumentar esses rendimentos, KARUNANITHY e
MUTHUKUMARAPPAN (2011d) combinaram a extrusdo separadamente com o pre-
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tratamento alcalino para a planta e obtiveram um rendimento de 86,8% e 84,5% de
glicose e xilose, respectivamente para a seguinte condi¢do otimizada: temperatura do
cilindro de 114 °C, velocidade de rotacdo de 122 rpm, concentracdo de NaOH de 1,7%
e 8 mm de particula. O Unico inibidor detectado foi o acido acético, presente em
concentrag0es abaixo do limite de inibicdo. A extrusdo apresentou um papel
fundamental, pois a inclusdo desta etapa apds o tratamento alcalino praticamente dobrou

o rendimento dos agucares.

CHEN et al. (2011) conduziram a extrusdo da palha de arroz com adicdo de
acido sulfarico diluido seguido de um processo de extracdo com agua quente. A
extrusora foi utilizada com o objetivo de melhorar a dispersdo e a penetracdo do acido
na biomassa aumentando assim a concentracdo de agucares e o rendimento total da
hidrolise. Como o principal objetivo do &cido diluido é solubilizar a hemicelulose e o
principal componente desta é a xilana, o pré-tratamento aumentou significativamente a
producdo de xilose no hidrolisado. Foi constatado que a velocidade de rotagdo nao
influenciou significativamente nos rendimentos de hidrolise. A temperatura do cilindro
que resultou em maiores conversdes e concentracdo de xilose foi de 120 °C, com um
decaimento grande de rendimento para temperatura de 160 °C, devido a evaporacdo da
solucdo acida. O maximo rendimento de agucares totais alcancado foi de 80% na
condicgéo otimizada de 40 rpm com 3% de H,SO,4 a 120 °C para a etapa de extrusao e

130 °C durante 20 minutos para a etapa de extracao.

ZHANG et al. (2011) trataram palha de milho em uma extrusora de dupla rosca
sem adicdo de reagentes quimicos e obtiveram rendimentos de no méaximo 48,79 e
24,98% para glicose e xilose, que correspondem a um aumento de 2,2 e 6,6 vezes,
respectivamente, em relagdo a biomassa ndo tratada. Com o objetivo de aumentar a
digestibilidade da biomassa, ZHANG et al. (2012) realizaram esse mesmo tratamento
combinado com o tratamento alcalino, utilizando diferentes concentra¢Ges de hidroxido
de sodio. Apesar da velocidade de rotacdo dos parafusos ndo apresentar influéncia
significativa no rendimento, a concentracdo da base apresentou forte influéncia, de
forma que, quanto maior sua concentragéo, maiores foram os rendimentos de agucares.
A condicdo otimizada de 0,03 g de hidroxido de sodio/g de biomassa e 80 rpm

apresentou rendimentos de 86,8% para glicose e 50,5% para xilose.

YOO (2011) ao comparar a extrusdo de casca de soja com 0s pré-tratamentos

quimicos com acido sulfdrico e hidroxido de sddio, observou que o processo de
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extrusdo forneceu os melhores resultados no rendimento da hidrélise. Também estudou
a influéncia dos parametros de extrusdo no processo e obteve a conversdo maxima de
glicose de 94,82% para a velocidade de parafuso de 350 rpm, temperatura do cilindro de
80°C e teor de umidade de 40%, contra rendimentos de 69,24% para o tratamento acido
e 93,27% para o tratamento alcalino. Entretanto, a casca de soja, mesmo sem pré-
tratamento, apresentou um rendimento de hidrolise de 40,8%, que pode ser considerado
um rendimento alto se comparado com outras biomassas in natura, devido ao seu baixo
teor de lignina (aproximadamente 2,3%) (DUQUE et al., 2013).

CHOI et al. (2012) realizaram o pré-tratamento da palha de arroz em uma
extrusora de dupla rosca com adi¢do de &cido sulfarico diluido e comparou com o pré-
tratamento somente com 4acido diluido em batelada, sem a utilizacdo da extrusora. O
pré-tratamento acido na extrusora apresentou um rendimento em glicose de 70,9%,
correspondendo a 28,8% maior que o pré-tratamento em batelada, devido as tensdes de
cisalhamento e a capacidade de mistura da extrusora.

DUQUE et al. (2013) também realizaram a extrusdo associada com o tratamento
alcalino, utilizando hidroxido de s6dio como reagente quimico e palha de cevada como
matéria-prima. Para isso, 0s autores integraram ambos 0S processos em apenas uma
etapa continua. Foi investigada a influéncia da temperatura e da razdo NaOH/biomassa
seca em intervalos de 50 a 100 °C e de 2,5 a 7,5% (w/w), respectivamente. Os
resultados mostraram que apenas a razdo NaOH/biomassa teve influéncia significativa
nos rendimentos de hidrélise e na composicdo da biomassa tratada. Da mesma forma
que, em baixas concentracBes de base, foi observada pouca melhora na digestibilidade
da biomassa. A combinacdo de condicbes severas de alta temperatura e razdo de NaOH
provocou um decaimento na digestibilidade enzimatica, possivelmente devido a reacfes
de repolimerizacdo na matriz celulosica. A otimizagdo do modelo indicou um ponto
6timo em 68 °C a uma razdo de 6% de NaOH que forneceram rendimentos de 89,9% de
glicose e 71% de xilose na etapa de hidrolise. Alem da vantagem de altos rendimentos,

0s autores constataram a auséncia de inibidores da fermentagédo no produto extrusado.

Em SILVA et al. (2013a) uma extrusora dupla rosca foi utilizada como um
reator para o tratamento do bagaco de cana-de-acucar utilizando liquidos iénicos. Um
dos problemas do pré-tratamento com liquidos idnicos € a necessidade de uma carga do
solvente elevada (geralmente 5% de biomassa) para se atingir bons rendimentos de

acucares. Entretanto, os autores conseguiram rendimentos em glicose maiores que 90%
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para cargas elevadas de biomassa (25%) em decorréncia da capacidade da extrusora em

promover uma eficiente mistura e aumentar a interacdo entre o solvente e a biomassa.

Os principais resultados de rendimento de glicose da revisdo de literatura

reportada neste topico estdo apresentados de forma resumida na Tabela 2.4 a seguir.

Tabela 2.4: Rendimentos em glicose de pré-tratamentos por extrusdo

: Tratamento Rendimento
Autores Biomassa .
associado (%0)

Karuppuchamy e
Muthukumarappan casca de soja 62,5
(2009a)
Karunanithy e Panicum virgatum 45,2
?gg;gg)k umarappan Pectinata spartina 61,4

farelo de trigo 73,0
Lamsal et al. (2010) casca de soja 36.0
Karunanithy e
Muthukumarappan palha de milho 75,0
(2010a)
Karunanithy e
Muthukumarappan Pectinata spartina 48,3
(2011a)
Zhang et al. (2011) palha de milho 48,8
Karunanithy e
Muthukumarappan palha de milho hidroxido de sédio 97,5
(2009b)
Karunanithy e
Muthukumarappan Big bluestem hidréxido de sodio 89,9
(2011c)
Karunanithy e
Muthukumarappan Pectinata spartina hidroxido de sédio 86,8
(2011d)
Chen et al. (2011) palha de arroz acido sulfurico diluido 80,0
Zhang et al. (2012) palha de milho hidréxido de sodio 86,8
Choi et al. (2012) palha de arroz acido sulfdrico diluido 70,9
Duque et al. (2013) palha de cevada hidréxido de sodio 89,9
Silva et al. (2013a) bagaco de cana liquidos ibnicos 92,9

Como se pode ver, a maioria dos trabalhos publicados analisa a extruséo da
biomassa associada a outros tipos de pré-tratamento, principalmente o alcalino. Dessa
forma, existe uma precariedade de informagdes a cerca do pré-tratamento da biomassa

exclusivamente por extrusdo. Além disso, ndo existem publicacdes sobre a extrusao dos
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residuos de cana-de-agUcar que é a biomassa mais utilizada para producédo de etanol no
Brasil e gera grandes quantidades de bagaco e palha. Sendo assim, estudos precisam ser
conduzidos para se investigar os fendmenos envolvidos na extrusdo da biomassa e
conhecer o potencial deste pré-tratamento para a producdo de etanol de segunda

geracao.
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3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Neste capitulo sdo apresentados os materiais utilizados nos experimentos, bem
como, a descricdo detalhada dos procedimentos de extrusdo, de hidrolise enzimatica e

de caracterizacdo da biomassa antes e ap0s o pré-tratamento.

3.1 Preparo da Biomassa

O bagaco de cana-de-agUcar utilizado neste trabalho foi proveniente de um lote
cedido pela Usina Catanduva, localizada no estado de S&o Paulo e a palha proveniente
de um lote cedido pela Usina Itarumd, localizada no estado de Goias. Para reduzir a
proliferagdo de microrganismos que causam a fermentagdo do material, as biomassas,
inicialmente, foram espalhadas sobre uma lona e deixadas secar a temperatura ambiente
durante seis dias e em seguida, foram moidas em um moinho de facas (Retsch SM 300,
Alemanha) que reduz as particulas para tamanhos menores que 2,0 mm. Para eliminar
residuos de solo e reduzir os efeitos da heterogeneidade no tamanho das particulas, os
materiais foram peneirados recuperando-se a fracdo maior que 0,20 mm e descartando-

se as demais. Posteriormente foram armazenadas em bolsas fechadas.

3.2 Caracterizacdo da Biomassa

Uma forma de avaliar a eficiéncia do pré-tratamento foi por meio da
caracterizacdo da biomassa antes e ap0s 0 processo. Para a caracterizacdo, foram
realizadas analises de composicdo quimica, cristalinidade e microscopia eletronica de

varredura.

A anélise de composicdo quimica consiste em quantificar o teor de carboidratos
(celulose e hemicelulose), lignina e cinzas presentes na estrutura lignocelulésica e foi

realizada em triplicata, de acordo com o documento Determination of Structural
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Carbohydrates and Lignin in Biomass (SLUITER et al., 2011). O procedimento utiliza
a hidrolise &cida para fracionar a biomassa em formas mais faceis de mensurar. Os
carboidratos sdo hidrolisados em suas formas manométricas e quantificados em um
cromatografo liquido de alta eficiéncia (HPLC - high performance liquid
chromatography) (Thermo Scientific, EUA). A lignina é fracionada em sua forma
solavel e insoluvel em &cido, que sdo quantificadas por espectroscopia UV-Visivel e
gravimetria, respectivamente. O teor de cinzas foi determinado pela calcinacdo de uma

pequena amostra de biomassa em um forno mufla.

A cristalinidade foi determinada por um difratdmetro de raios-X, empregando
um angulo de 20 com varredura de 2 a 32° e velocidade de 2,00 graus.min™. O indice de
cristalinidade foi calculado de acordo com o método de SEGAL et al. (1959) por meio
da Equacdo 3.1 em que I.,, é a intensidade maxima de difracdo e I, € intensidade de

difracdo amorfa.

Iva—1
%C =2 2100 (3.1)

Ic+a

A estrutura das biomassas antes e ap0s o0 pré-tratamento também foi avaliada por
microscopia eletronica de varredura (MEV) realizada no Nucleo de Catélise (NUCAT)
da UFRJ, utilizando um microscopio eletronico de varredura FEI Quanta 400 FEG,
operando a uma tenséo de 5 kV, com aumentos de 100 a 50.000 vezes. Antes de serem
submetidas as analises no MEV, as amostras foram tratadas com sucessivas lavagens
com é&gua, seguidas de lavagens com alcool t-butilico para troca de solvente e, em
seguida, foram liofilizadas. Apos essa etapa, as amostras foram revestidas com uma fina

camada de ouro para serem observadas no MEV.

3.3 Extrusao

Em todos os testes utilizou-se uma extrusora de dupla rosca, intercalada e com
corrotacdo formada pelos sistemas RheoDrive 7 OS e Rheomex PTW 16/25 OS
(HAAKE PolyLab OS, Thermo Scientific, Alemanha) (Figura 3.1). A extrusora possuli
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uma razdo de comprimento por didmetro de 25:1, didmetro do cilindro de 16 mm e 400
mm de comprimento. O cilindro consiste em seis zonas com aquecimento e
resfriamento independentes entre si. E possivel controlar a temperatura de cada zona, a
velocidade de rotacdo dos parafusos e a vazdo de alimentacdo por meio do software
PolySoft OS (Thermo Scientific, Alemanha).

Figura 3.1: Sistemas RheoDrive 7 OS e Rheomex PTW 16/25 OS.

Foram empregadas vazdes de alimentagdo proporcionais a velocidade de rotacéo
para manter o fator de preenchimento do cilindro igual em todos os ensaios. As vazdes
de alimentacdo foram as mais altas possiveis para manter a extrusora preenchida durante

a passagem, contanto que ndo houvesse entupimentos e/ou excesso de torque.

A extrusora esta dividida em seis zonas de aquecimento ao longo do cilindro,
sendo que cada zona possui um sensor de temperatura situado na parede externa do
cilindro (Figura 3.2). Além disso, possui sensores que medem a pressdo e a temperatura

do produto na saida.
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Figura 3.3: Zonas de mistura e transporte dos parafusos.

As roscas, também chamadas de parafusos, foram configuradas com elementos
de transporte e de mistura, formando 4 zonas de transporte e 3 de mistura. A Figura 3.3
apresenta uma foto dos parafusos utilizados neste trabalho indicando suas zonas de
mistura e transporte e a Figura 3.4 detalha suas zonas com seus respectivos
comprimentos. As extrusdes foram realizadas sem a utilizacdo da matriz.
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72 48 48 16 56 48 112 mm

Figura 3.4: Descricéo da configuragdo dos parafusos.

3.4 Ensaios Preliminares

Alguns experimentos foram conduzidos com o intuito de observar o
comportamento e as caracteristicas gerais da extrusdo da biomassa. Esses experimentos
foram importantes para definir os niveis dos fatores apresentados no planejamento

experimental.

3.4.1 Influéncia dos Aditivos

Com a finalidade de viabilizar o transporte da biomassa no cilindro, foram
testados quatro tipos diferentes de aditivos: agua, glicerol, etilenoglicol e Tween 80,
cujos pontos de ebulicdo sdo 100, 197, 290 e >100 °C, respectivamente. Outro aditivo
considerado promissor € 0 DMSO, mas este ndo foi utilizado neste trabalho devido a

sua elevada toxicidade.

Os aditivos foram misturados com as amostras de biomassa na proporc¢ao
biomassa:aditivo de 1:0,5 e mantidos 24 horas em camara fria para permitir sua
adsor¢do. Em seguida foram realizadas extrusdes das amostras com os diferentes
aditivos com as condicOes de operacdo mantidas constantes a uma velocidade de rotagédo

igual a 30 rpm e temperatura do cilindro igual a 50 °C.

Os materiais pré-tratados foram lavados com &gua, para remog¢éo do aditivo, e

secos a temperatura ambiente até umidade constante determinada em um analisador de
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umidade com ladmpada halégena. As amostras depois de lavadas e secas foram
separadas em duas fragoes.

Para a primeira fragdo, foi realizada a hidrolise, de acordo com o procedimento
descrito na Secdo 3.6, com objetivo de averiguar a eficiéncia de cada aditivo no pré-
tratamento. Aquele que apresentou maior eficiéncia foi adotado para os experimentos
posteriores. A &gua foi excluida dessa selecdo por apresentar baixo ponto de ebulicéo,

sendo inadequada aos testes de extrusdo em temperaturas elevadas.

Para a outra fracdo, também foram realizadas hidrolises, segundo o
procedimento descrito na Segdo 3.6, exceto pelo fato de que foram adicionados nos
frascos de hidrdlise os aditivos referentes a cada amostra, com o intuito de verificar se
os aditivos causam algum prejuizo a hidrélise. A proporcdo de aditivo adicionada foi

igual a proporc¢éo em que foi feita a extrusdo (1 biomassa : 0,5 aditivo).

3.4.2 Influéncia do Teor de Aditivo

Para definir a proporc¢éo de biomassa/aditivo a ser empregada nos experimentos,
foram realizadas extrusdes preliminares com as diferentes propor¢ées do aditivo
selecionado: 0, 20, 35, 43 e 50%. As demais condi¢bes foram mantidas constantes com

a velocidade de rotacdo igual a 30 rpm e temperatura do cilindro igual a 50 °C.

Foi realizada a hidrolise das amostras pré-tratadas, conforme descrito na Secéo
3.6, para averiguar a influéncia do teor de aditivo no pré-tratamento. A proporcdo de
aditivo que apresentou boa capacidade de transporte da biomassa e resultou em maior

eficiéncia na hidrdlise foi adotada para os experimentos posteriores.

3.4.3 Efeito dos Ciclos de Extrusao

Com o objetivo de se obter uma maior eficiéncia do processo, foram conduzidos
experimentos em ciclos. Um lote de biomassa foi extrusado com 10 ciclos, ou seja, a

biomassa na saida da extrusora foi reciclada para a entrada por um total de 10 vezes. As
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condicGes de operagao foram temperatura do cilindro a 50 °C e velocidade de rotacéo de
30 rpm. Para cada ciclo foi reservado uma amostra para a realizacdo da hidrdlise, de
acordo com a Sec¢do 3.6. Estes experimentos permitem observar a influéncia dos ciclos

na eficiéncia do pré-tratamento.

3.5 Planejamento Experimental

Um planejamento experimental foi elaborado para a realizagdo dos experimentos
de extrusdo visando quantificar a influéncia da temperatura e da velocidade de rotacédo
das roscas, bem como a interacdo entre estas duas variaveis na qualidade do produto
final. Assim, o estudo foi realizado por meio de um delineamento composto central
rotacional (DCCR) do tipo 2% com trés repeticdes no ponto central para o calculo do
erro padrdo. Os valores dos niveis das duas variaveis nas extremidades (niveis -1,41 e
1,41) foram baseados em dados da literatura e em experimentos preliminares e

encontram-se na Tabela 3.1.

Tabela 3.1: Definigdo das variaveis e seus niveis

Variavel -1,41 -1 0 1 1,41
Bagaco
Velocidade de rotagdo (rpm) 20 32 60 88 100
Temperatura do cilindro (°C) 30 47 90 133 150
Palha
Velocidade de rotacdo (rpm) 20 39 85 131 150
Temperatura do cilindro (°C) 30 46 85 124 140

Foram realizados 4 ensaios fatoriais (-1 e +1), mais 4 axiais (-1,41 e +1,41) e 3
repeticdes no ponto central (O e 0), totalizando 11 experimentos, como mostra a Tabela
3.2. Um nivel de confianca de 90% foi usado na anélise estatistica dos resultados devido

a grande variabilidade dos bioprocessos que envolvem enzimas.
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Tabela 3.2: Planejamento fatorial completo

Bagaco Palha
Ensaio Velocidade (rpm) Temperatura (°C)  Velocidade (rpm)  Temperatura (°C)

1 32 47 39 46 Y
2 8g Y 47 131 ¢ 46 Y
3 32 1334 39 12409
4 88 1334 131 Y 12409
5 20 ¢4 90 @ 20 ¢4+ 85 @

6 100 40 90 © 150 ¢4V 85

7 60© 304y 85 304
8 60© 150 ¢4V 85 140 ¢4V
9 60 90 @ 85 85
10 60© 90 @ 85© 85
11 60 90 @ 85 85©

As demais condi¢cbes experimentais utilizadas no planejamento experimental

foram determinadas nos ensaios preliminares, a saber, aditivo, teor de aditivo e nimero

de ciclos. Quanto a vazdo de entrada, decidiu-se trabalhar mantendo-se 0 mesmo fator

de preenchimento para todos os experimentos. A vazdo empregada para a menor

velocidade de rotacdo utilizada, 20 rpm, foi de 1 g.min™ para ambas as biomassas.

Dessa forma, para manter o fator de preenchimento igual em todos os experimentos, a

vazdo de entrada foi proporcional a velocidade de rotacdo de cada experimento, de

acordo com a Tabela 3.3. De um ciclo para outro, foi possivel aumentar a vazdo de

entrada cerca de 50% devido a maior facilidade de transporte da biomassa.

Tabela 3.3: VVazdes de entrada no 1° ciclo dos ensaios experimentais

Velocidade de rotagéo (rpm)

Vaz&o de entrada (g.min™)

20
32
39
60
85
88
100
131
150

1,00
1,60
1,95
3,00
4,25
4,40
5,00
6,55
7,50
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As amostras de bagaco e palha in natura e pré-tratadas foram hidrolisadas em
triplicata por um periodo de 72 horas, sendo o rendimento de conversdo de celulose em

glicose o parametro dependente a ser avaliado.

Os resultados de 24 horas de hidrélise enzimatica foram analisados no software
STATISTICA versdo 7.0 para regressdo e para analise grafica por meio de superficies
de resposta que permitem visualizar a interacdo entre as varidveis. Pontos em condigdes
Otimas foram selecionados e realizaram-se a extrusdo e ensaios em triplicada de

hidrolise, de acordo com a Secéo 3.6, para validar os modelo empirico obtido.

O ajuste do modelo estatistico aos dados experimentais foi expresso pelo
coeficiente de determinacdo, R% Para avaliar quais fatores apresentam significancia
estatistica foi realizada a analise de variancia (ANOVA) e foram considerados
significativos os parametros com p-valores menores que 0,1. Por fim, para verificar a

adequabilidade do modelo foi realizado o teste F.

3.6 Efeito da Configuracao dos Parafusos

Além da conformacdo original dos parafusos, duas novas configuragdes foram
testadas para verificar suas influéncias na sacarificacdo das biomassas. Cabe destacar

que a segunda alteracdo foi realizada sem que a alteracdo anterior fosse desfeita.

A primeira modificagéo foi realizada alterando-se os &ngulos da segunda zona de
mistura de forma a simular um elemento reverso (Figura 3.5). Dessa forma, ao chegar a
esta zona, parte do material é empurrado na direcdo contréria ao transporte, ou seja, na

direcdo do alimentador e parte segue na direcéo do fluxo.

A segunda alteracdo consistiu em adicionar um elemento reverso ao final da
terceira zona de mistura, como ilustra a Figura 3.6. O elemento reverso tem a funcao de
empurrar 0 material para a direcdo contraria ao transporte, conduzindo-o novamente

para a zona de mistura que se encontra imediatamente anterior a ele.
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(a) (b)
Figura 3.5: (a) Configuracdo original e (b) mudanca da angulacdo da segunda zona de

mistura dos parafusos.

(a) (b)

Figura 3.6: (a) Configuragdo original e (b) inser¢cdo do elemento reverso ao final da

terceira zona de mistura.

Ap6s cada modificacdo, foram realizadas extrusdes para o bagaco e para a palha
em condicOes escolhidas de acordo com os resultados dos experimentos antecedentes.
Foram selecionadas quatro amostras diferentes para realizar as extrusdes nas novas
configuracBes. As amostras escolhidas e as condi¢fes de cada extrusdo estdo descritas
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na Tabela 3.4. Em seguida, hidrélises dos materiais processados foram conduzidas em

triplicata para cada ciclo.

Os sobrenadantes hidroliticos das amostras de palha e bagaco com glicerol
tratadas com a insercdo do elemento reverso foram levados para analise de inibidores
em HPLC. Estas amostras foram escolhidas, pois apresentaram coloracdo mais escura
que as demais indicando possivel degradagdo dos componentes da biomassa.

Tabela 3.4: Condig0es utilizadas nas extrusdes com as novas configuracoes de

parafusos
Amostra Condicgbes
Bagaco + glicerol 150 °C, 150 rpm, 43% de glicerol, 3 ciclos
Palha + glicerol 85 °C, 85 rpm, 35% de glicerol, 3 ciclos
Bagaco com alta umidade 50 °C, 30 rpm, 50% de umidade, 3 ciclos
Palha com alta umidade 50 °C, 30 rpm, 50% de umidade, 3 ciclos

3.7 Hidrolise Enzimatica

Apds a extrusdo, as amostras, tanto dos ensaios preliminares quanto do
planejamento experimental, foram lavadas com agua para retirada de aditivo e secas a
temperatura ambiente. Apesar da presenca dos aditivos ndo representar risco as enzimas
da hidrolise (LEE et al., 2009), a retirada dos aditivos por meio da lavagem foi
importante, pois caso contrario, ndo seria possivel pesar com exatiddo a massa seca de
biomassa. 1sso porque ndo se sabia ao certo a quantidade de aditivo presente nas
amostras extrudadas, pois ap0s a extrusao uma parcela de aditivo poderia ter se perdido
nas paredes do cilindro e do parafuso, ou entdo, a biomassa poderia ndo estar com uma

guantidade de aditivo uniforme em toda sua massa.

Apbs secas, as amostras foram submetidas a hidrdlise enzimatica (Figura 3.7)
em triplicata, utilizando uma concentracao de 5% de biomassa seca. Essa baixa carga de
solidos foi empregada com objetivo de eliminar problemas de transferéncia de massa
que podem prejudicar a eficiéncia da hidrélise quando a concentracdo sélido:liquido é

alta.
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Uma vez que a hidrdlise enzimatica da celulose ocorre entre 45 e 55 °C e com
pH entre 4 e 5 (SADDLER e GREGG, 1998), as condicdes de temperatura e pH
utilizadas em todos os experimentos foram 50 °C e pH 4,8. A agitacdo e o tempo total
de reacdo foram 200 rpm e 72 horas e para regular o pH do meio foi utilizado um
tampéo de citrato de sddio de 100 mM. Também foi adicionada azida de sodio para

inibir o crescimento de micro-organismos e evitar contaminacao.

Figura 3.7: Hidrolise enzimatica.

A uma proporgdo de 15 FPU (Filter Paper Unit, baseado no ensaio de FPase
descrito na Segdo 3.7) por grama de biomassa, foi empregada a enzima comercial
Acremonium Cellulase derivada do Acremonium cellulotyticus (Meiji Seika Co, Japao)
que é capaz de produzir celobihidrolase, B-glicosidade, endoglucanase e pequenas
quantidades de xilanase (PARK et al., 2011).

A concentracdo de agucar no meio reacional foi medida ao longo do tempo de
reacdo. Para isso, foram retiradas aliquotas em 3, 6, 9, 24, 48 e 72 horas que foram
imediatamente aquecidas em agua fervente durante 5 minutos para inativar as enzimas e
finalizar a reacdo. Em seguida, as aliquotas foram centrifugadas e no sobrenadante foi
feita a leitura de glicose em Bioanalisador (YSI 2700 SELECT™ Biochemistry
Analyzer). O método analitico do bioanalisador utiliza uma enzima chamada glicose

oxidase imobilizada em membrana que é responsavel por catalisar a reacdo de oxidacao
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da glicose presente na amostra com oxigénio atmosférico. A concentragdo da glicose é,
entdo, calculada estequiometricamente por meio da quantificacdo, por método

eletroquimico, do perdxido de hidrogénio formado durante a reacao.

Para eliminar a possivel interferéncia de aglUcares presentes na biomassa ou na
carga de enzimas, foram realizados ensaios de controle de substrato e de enzima. Estes
ensaios sdo idénticos aos ensaios de hidrolise, exceto pelo fato de que no primeiro esta
ausente a carga de enzima e no segundo esta ausente a carga de substrato. O volume da

carga ausente de enzima foi substituido pelo volume equivalente de tampéo.

O rendimento da reacdo ao longo das 72 horas foi calculado, de acordo com a
Equacdo 4.2, utilizando como base as concentracdes de aglcares presentes na biomassa

in natura que foram determinadas na caracterizagao.

C agicar X fagicar

n= x 100 (3.2)

C biomassa in natura X% de celulose na biomassa in natura

em que 1 é o rendimento de glicose, C acucar é a concentracdo de glicose absoluta
obtida apds a hidrolise enzimatica, f aclcar é o fator de conversdo da celulose em
glicose (0,9) calculado através da estequiometria da reacdo, C biomassa in natura € a
concentracdo de biomassa in natura e X% € a porcentagem de celulose na biomassa in

natura determinada na etapa de caracterizacdo da biomassa.

3.8 Determinacéo da Atividade de FPase

A atividade de FPase, expressa em FPU/mL, foi determinada de acordo com as
recomendacdes da IUPAC (GHOSE, 1987). O método utiliza tiras de papel de filtro
como substrato e mede a concentracdo dos agucares redutores liberados durante a sua

degradacéo.

Uma mistura reacional contendo o extrato enzimatico e uma tira de papel de
filtro Whatman n°1 tamponados em pH 4,8 com tampdo citrato de sodio foi incubada a
50 °C. Apb6s uma hora, a reacdo foi interrompida pela adicdo do acido 3,5-dinitro
salicilico (DNS) e entdo fervida por 5 minutos e resfriada em um banho de gelo. A
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concentracdo dos agUcares ao final da reagdo foi determinada em espectrofotdmetro a
540 nm, utilizando uma curva padrédo de glicose.

3.9 Fermentacéo do Hidrolisado

A fermentacdo do xarope de hidrolisado enzimatico de biomassa foi realizada
com objetivo de verificar se o glicerol na concentracdo empregada € capaz de prejudicar

o rendimento de etanol nessa etapa.

O glicerol, conhecido como osmoprotetor, em situacdes de grande pressdo
osmotica causada por concentracdes elevadas de algum componente do meio de
fermentacdo, é sintetizado e secretado pelas células como forma de protecdo do estresse
osmotico. Dessa forma, a célula deixa de produzir etanol como produto principal,
passando a produzir preferencialmente glicerol. Segundo YOO et al. (2012), o glicerol €
ndo é diretamente toxico aos fungos da fermentacdo, mas em altas concentracdes é
capaz de gerar um estresse osmético das células e prejudicar a produtividade de etanol
na fermentagdo, entretanto, segundo o autor, isso foi observado somente em
concentracBes maiores que 100 g.L™. Sabendo disso, foram realizados testes para
avaliar se as concentrac@es de glicerol encontradas no hidrolisado (aproximadamente 21

g.L™) seriam capazes de provocar inibic&o.
Dessa forma, foram conduzidos ensaios utilizando trés substratos distintos:

e Xaropes de biomassa obtidos a partir da palha tratada nas condicdes da
Secdo 3.6, utilizando 4gua como aditivo;

e Xaropes de biomassa obtidos a partir da palha tratada nas condic¢des da
Secdo 3.6, utilizando dgua como aditivo e com adicdo de glicerol antes
da hidrdlise, na proporcdo de 43% de gramas de glicerol por grama de
biomassa.

e Condicdo controle: glicose industrial e adicdo de glicerol a uma

concentragdo de aproximadamente 21 g.L ™.

Por comparagéo entre os resultados de rendimento de etanol a partir do primeiro
e segundo substratos citados é possivel avaliar se o glicerol, na concentragdo

empregada, é capaz de inibir a fermentacao.
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Inicialmente, os xaropes de biomassa, com e sem glicerol, continham uma
concentracdo de glicose de aproximadamente 13 g.L™*. Estas solucdes foram
concentradas adicionando-se melacgo até atingir 4% (40 g.L™) de aclcares (sacarose +
frutose + glicose) na solucdo fermentativa. Para a condi¢do controle, o meio foi

composto por glicose industrial + sacarose, na mesma proporgao.

A cepa industrial CAT-1 (Sacharomyces cerevisae) pré-inoculada por um
periodo de 10 a 12 horas foi utilizada nos testes de fermentacdo. Os ensaios foram
realizados em Erlenmeyers de 25 mL com 12,5 mL (50%) de meio fermentativo
contendo 0,4% KH,POy,, 0,4% (NH,4),SO4, 4% aclcar (sacarose + glicose). Os frascos
foram tampados com algodao envolvido com gaze e a fermentacdo foi conduzida por 24

horas em estufa a 30 °C.

Aliquotas da solucdo nos tempos de 0, 2, 4, 6, 8 e 24 horas foram coletadas para
quantificacdo de etanol, acucares (celobiose, glicose, xilose, galactose e arabinose) e
inibidores (glicerol, xilitol, é&cido acético, &cido latico, etanol, furfural e 5-
hidroximetilfurfural) em HPLC. O rendimento da fermentacéo foi calculado de acordo

com a Equacéo 3.3,

C etanol X fetanol

R% = x 100 (3.3)

C glicose

em que C etanol é a concentracdo de etanol apdés a fermentacdo, C glicose é a
concentracdo inicial de glicose e f etanol € o fator de conversdo da glicose em etanol

(1,95) determinado por meio da estequiometria da reacao.

3.10 Determinacdo do Consumo Energeético

Com o intuito de avaliar o gasto energético da extrusora, como indicador da
viabilidade do processo, a energia mecanica especifica consumida durante as extrusdes

foi calculadas de acordo com as equag0es que seguem.
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P(W) = 220V x I(A) x V3 (3.4)

EME,, (g) = % (3.5)

K\ P(kW) X fagucar
EME, (g) = (3.6)

I’h(%))(% de celulose na biomassa in naturaxn

em que P é a poténcia, | € a corrente, m € a vazdo massica, EME;,, e EME, ¢ a energia

mecanica por grama de biomassa processada e glicose produzida, respectivamente.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo apresentam-se os principais resultados e a analise dos mesmos
acerca da extrusdo do bagaco e da palha de cana-de-agucar. Mostra-se a influéncia das
principais variaveis de operacdo e da geometria do sistema sobre a eficiéncia do pre-

tratamento.

4.1 Preparacéo e Caracterizacdo Quimica da Biomassa in natura

Antes de iniciar os experimentos, o bagaco e a palha foram expostos dentro do
laboratério a temperatura ambiente para secagem. Com seis dias de secagem, as
biomassas atingiram um teor de umidade estavel de 10,40 + 0,37% para o bagaco e
12,05 + 0,36% para a palha. Apds esta etapa, seguiram para o moinho de facas que
reduziu as particulas para tamanhos menores que 2,0 mm e utilizando-se uma peneira,
recuperou-se a fragdo maior que 0,20 mm. A Figura 4.1 ilustra as biomassas antes e

ap0s a moagem,

Realizou-se também a caracterizacdo quimica do bagaco e da palha de cana-de-
acucar in natura, conforme descrito na Secdo 3.2, com 0 objetivo de quantificar seus
teores de celulose, hemicelulose e lignina e os resultados sdo apresentados na Tabela

4.1. Os valores representam a média e o desvio padrdo dos ensaios em triplicata.

Tabela 4.1: Caracteriza¢do quimica das biomassas

Componente Composicéo (% base seca)
Bagaco Palha
Celulose 39,9 + 0,587 39,53 £ 0,084
Hemicelulose 28,34 + 0,012 29,40 £ 0,019
Lignina 20,39 £ 0,124 20,74 + 0,906
Cinzas 3,39 £0,410 3,17+ 0,014
Outros 7,98 7,48
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Figura 4.1: Bagaco antes (a) e apos (b) a moagem e apds o pré-tratamento (c) e palha

antes (d) e ap0s (e) moagem e apds o pre-tratamento (f).

Apesar de constituirem dois materiais diferentes e advindos de usinas distintas, o
bagaco e a palha apresentaram uma composi¢do quimica muito semelhante. Dados da
literatura mostram que o bagaco de cana produzido no Brasil apresenta de 38,4 a 45,5%
de celulose, 22,7 a 27% de hemicelulose e 19,1 a 32,4% de lignina e a palha de cana
produzida no Brasil apresenta de 33,3 a 36,1% de celulose, 18,4 a 28,9% de
hemicelulose e 25,8 a 40,7% de lignina (CANILHA et al., 2012). O resultado da
caracterizagdo mostra que o bagaco utilizado neste trabalho possui uma composicao
dentro da faixa de valores encontrada na literatura. JA a palha apresenta teores de
celulose e hemicelulose um pouco elevados e o teor de lignina abaixo da faixa de
valores encontrada na literatura. Entretanto, sabe-se que a composi¢do das biomassas
varia segundo diversos fatores como, por exemplo, localizacdo, tempo de estocagem,
estacdo do ano e maturidade da planta.

De acordo com a Tabela 4.1, 68,24 e 68,93% da composi¢do do bagaco e da
palha, respectivamente, constituem matéria-prima (celulose e hemicelulose) para
producédo de agucares fermentéveis, o que indica seu grande potencial para producgdo de
etanol.
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4.2 Ensaios Preliminares

Os ensaios preliminares foram importantes, pois permitiram definir com maior
confianga os niveis do planejamento experimental e as melhores condi¢Bes a serem

adotadas para a extrusao.

Para os ensaios preliminares optou-se por considerar apenas 0 acucar
fermentescivel glicose como produto da hidrolise para avaliar a eficiéncia do pré-
tratamento por meio do calculo de seu rendimento, desconsiderando-se assim 0s demais

acucares produzidos.

Os ensaios preliminares constituiram-se de experimentos que avaliaram a
influéncia de diferentes tipos de aditivos, diferentes teores de aditivos e extrusdes em
ciclos e seus resultados estdo descritos nos topicos que seguem.

4.2.1 Aditivos

Os resultados a seguir mostram o rendimento de glicose para hidrélises com 72
horas de reacdo de amostras de bagaco e palha pré-tratadas na extrusora com quatro
aditivos  distintos, 4agua, glicerol, Tween 80 e etilenoglicol, na proporcao
biomassa:aditivo de 1:0,5 (m:m).

De acordo com a Figura 4.2, a 4gua se mostrou mais eficiente como aditivo do
bagaco, alcancando, para 72 horas de reacdo, um rendimento de 40,1% contra
rendimentos de 35,7, 34,0 e 33,2 % para o glicerol, Tween 80 e etilenoglicol,
respectivamente. Apesar disso, adotou-se o glicerol como aditivo, pois este apresenta
alto ponto de ebulicdo, o que é indispenséavel para as extrusdes posteriores que fazem

uso de temperaturas elevadas.

No caso da palha, o glicerol e o etilenoglicol apresentaram rendimentos muito
semelhantes até 48 horas de hidroélise, chegando a 37,6 e 38,1 %, respectivamente. A
partir de 48 horas o rendimento da amostra tratada com etilenoglicol caiu,
possivelmente devido a alguma contaminagéo que consumiu a glicose presente no meio.

Apesar de o etilenoglicol apresentar um rendimento ligeiramente superior em 48 horas,
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optou-se por utilizar o glicerol, devido ao seu baixo preco frente ao Tween 80 e ao

etilenoglicol, uma vez que este pode ser obtido como subproduto da fabricagdo de
biodiesel.
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Figura 4.2: Influéncia dos diferentes aditivos para o bagaco (a) e palha de cana (b).
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Ao contrario dos resultados obtidos neste trabalho, a extrusdo de Douglas fir em
LEE et al. (2009) se mostrou muito mais eficiente com etilenoglicol em comparacéo
com o glicerol, com rendimento 1,7 vezes maior para o primeiro em relacdo ao segundo.
Isso mostra que cada biomassa apresenta um comportamento caracteristico para cada
pré-tratamento, portanto ndo é possivel generalizar um resultado para todas as

biomassas.

Apesar de haver relatos que mostram que os aditivos utilizados ndo prejudicam a
hidrolise enzimatica (LEE et al., 2009; ZHENG et al., 2008), decidiu-se realizar a
hidrélise das amostras lavadas com e sem a presenca dos mesmos com o finalidade de
verificar suas influéncias na etapa de hidrolise enzimatica. O volume da carga ausente
de aditivo foi substituido pelo volume equivalente de tampdo. A Figura 4.3 mostra 0s

rendimentos destas hidrolises no tempo de 72 horas.
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Figura 4.3: Influéncia dos aditivos na hidrolise enzimatica.

Observa-se que a presenca de glicerol e Tween 80 provocou uma melhoria do
rendimento de glicose. O Tween 80 foi 0 que apresentou melhor atuacdo sobre a
hidrélise, aumentando o rendimento de glicose 7,7% com relagdo a sua amostra sem
aditivo. Apesar disso, as hidrolises das amostras com a presenca dos aditivos glicerol e

Tween 80 apresentaram rendimentos iguais, considerando o erro experimental.
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Resultados semelhantes foram encontrados no trabalho de ZHENG et al. (2008)
que obtiveram aumentos de 8 a 14% no rendimento da hidrélise enzimética na presenca
dos aditivos Tween 20 e Tween 80. Além disso, verificaram que a conversdo da
celulose aumenta linearmente com o aumento o teor de Tween 20 de 0 a 0,1 (g
Tween).(g biomassa seca)™ na hidrélise enzimética e que, a partir dessa concentracéo,
aumentos pouco significantes sdo obtidos. Segundo os autores, os aditivos atuam
prevenindo a adsor¢cdo ndo produtiva de enzimas na superficie de biomassas
lignocelulosicas, o que impede o decaimento da atividade enzimatica devido a esse

fator.

A concentracdo de Tween 80 utilizada neste trabalho foi bem maior que a
concentracdo utilizada pelos autores, 0,5 (g Tween).(g biomassa seca)™, uma vez que
essa maior concentracdo foi necessaria para facilitar a passagem da biomassa pela

extrusora.

O etilenoglicol, por sua vez, ndo interferiu no rendimento de glicose. O mesmo
ndo ocorreu no trabalho de LI et al. (2012) que no lugar de etilenoglicol utilizaram
polietilenoglicol e obtiveram bons resultados. Os autores investigaram a adsorcdo de
celulases em substratos celuldsicos, durante a hidrdlise enzimética, e sua atividade
enzimatica na presenca de polietilenoglicol em diferentes proporc¢des (0; 0,5; 1 e 2%).
Na proporcdo de 2%, os autores constataram um aumento de 51% da conversdo de
celulose em comparacdo com a amostra sem polietilenoglicol. Para efeito de
comparacéo, cabe destacar que a proporcao de etilenoglicol utilizada neste trabalho foi
semelhante a utilizada pelo autor, em torno de 2,3%.

4.2.2 Carga de Aditivo

Uma vez escolhido o glicerol como aditivo para 0os proximos experimentos,
foram testados diferentes porcentagens de glicerol nas biomassas para verificar sua
influéncia no processo. A Figura 4.4 mostra os resultados das hidrolises de amostras de

biomassa pré-tratadas na extrusora com diferentes porcentagens de glicerol.
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Figura 4.4: Influéncia do teor de glicerol na extrusdo do bagaco (a) e da palha de cana-

de-acucar (b).
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Os resultados mostram que tanto uma quantidade muito grande de glicerol
quanto uma quantidade muito pequena influenciam negativamente na eficiéncia do pré-

tratamento.

Com 50% de glicerol, as biomassas apresentaram dificuldade de serem
alimentadas, pois a alta carga de glicerol reduziu o atrito entre as biomassas e 0s
parafusos. Com isso o0 "arraste™ das biomassas pelos parafusos na zona de alimentacao
ficou prejudicado, dificultando a alimentacdo das mesmas. Esse baixo atrito, provocado
pelo aumento da quantidade de glicerol, além de dificultar a alimentacdo também
reduziu os efeitos de cisalhamento dentro da extrusora, prejudicando o pré-tratamento.
Dessa forma, observa-se um decaimento do rendimento a medida que se aumenta o teor
de glicerol de 20 para 50%. ConclusGes semelhantes sdo encontradas no trabalho de
KARUNANITHY e MUTHUKUMARAPPAN (2009b) e KARUNANITHY e
MUTHUKUMARAPPAN (2011b) que observaram uma redugdo significante na
eficiéncia do pré-tratamento com o aumento da umidade das biomassas que utilizou em

seu trabalho.

O mesmo comportamento ndo ocorre quando se reduz a quantidade de glicerol
de 20% para zero. Baixos rendimentos foram encontrados para extrusdes das biomassas
secas, ou seja, sem a presenca de glicerol. Uma possivel explicacdo pode estar no fato
de que extrusdes com pouca ou nenhuma quantidade de glicerol estdo sujeitas a
entupimentos, por esse motivo devem ser empregadas vazbes de alimentacdo
extremamente baixas para evitar tais entupimentos. Ao diminuir a vazdo de entrada,
mantendo a velocidade de rotacdo do parafuso constante, ocorre a reducédo do fator de
preenchimento da extrusora. Um baixo fator de preenchimento diminui os efeitos de
cisalhamento que ocorrem nas zonas de mistura reduzindo, portanto, a eficiéncia do pré-

tratamento.

As extrusdes da biomassa com quantidades iguais ou inferiores a 35% de
glicerol teve o processo interrompido diversas vezes devido a pobre fluidez do material,
acarretando em entupimentos, o que pode danificar o equipamento com o passar do
tempo. Dessa forma, apesar do teor de 20% de glicerol apresentar o melhor rendimento,
optou-se por utilizar o bagaco com 43% de glicerol nos testes posteriores, uma vez que
a diferenca entre seus rendimentos € muito pequena (39,1 contra 37,4%) e a extrusora

apresenta problemas de entupimentos com porcentagens de glicerol inferiores a 43%.
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Para a palha optou-se por utilizar 35% de glicerol nos experimentos posteriores pelos

mesmos motivos.

A Figura 4.4 também mostra que, para algumas amostras, a partir de 48 horas de
hidrolise, a concentracdo de glicose se manteve constante indicando que a sacarificacao
chegou ao seu maximo. J& para outras amostras, a sacarificacdo enziméatica ndo chega
ao maximo em 48 horas de reacao, possivelmente devido a presenca de algumas partes

com acesso mais dificil as enzimas, tornando a hidrélise mais lenta.

4.2.3 Ciclos

Com somente um passe pela extrusora os rendimentos obtidos sdo de apenas
36,5 e 38,0% na hidrdélise do bagaco e da palha, respectivamente. Estes rendimentos séo
baixos se comparados aos resultados obtidos em diversos trabalhos, citados na Secdo
2.7.1 que utilizaram a extrusdo como forma de pré-tratamento. Deste modo, decidiu-se
realizar extrusdes em ciclos com o propésito de aumentar a quantidade de agUcares

obtida na sacarificacdo.

Uma vez escolhido o glicerol como aditivo mais vantajoso e as porcentagens de
43 e 35% para 0 bagaco e a palha, respectivamente, as biomassas foram submetidas as
extrusdes em ciclos. Para cada ciclo foi coletado uma amostra de biomassa destinada a
hidrélise e o restante foi submetido a um novo ciclo. Os resultados para 72 horas de
hidrélise estdo exibidos na Figura 4.5 e a Tabela 4.2 mostra 0 aumento percentual do

rendimento de hidrdlise de um ciclo para outro.

Os resultados mostram que, para o bagago, existe um aumento no rendimento da
hidrolise de 36,2 para 41,4% quando se aumenta de um para trés ciclos e, a partir destes
trés ciclos, nenhum aumento adicional ocorre. J& para a palha, como o rendimento
apresentou crescimento continuo do primeiro ao quinto ciclo, foram realizados mais
cinco ciclos com objetivo de observar em que ponto o rendimento se torna constante.
De acordo com a Figura 4.5, o rendimento continua a aumentar até o sétimo ciclo com

um total de 54% contra 38,5% para somente um ciclo.
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Tabela 4.2: Aumento no rendimento de hidrélise de um ciclo para outro, em %

Bagaco Palha
Ciclo\Tempo de hidrolise 48 h 72h 48 h 72h
1 28,5 26,0 50,8 38,6
2 54 6,3 11,0 16,1
3 7,2 7,4 6,5 31
4 0,07 -0,2 52 1,2
5 -1,5 -0,8 34 51
6 - - 1,5 5,6
7 - - 3,1 3,7
8 - - -0,7 -1,5
9 - - 1,1 2,3
10 - - 2,4 2,0

Os ciclos aumentam a eficiéncia do pré-tratamento, pois aumentam o tempo de
residéncia da biomassa dentro da extrusora, ou seja, um numero maior de ciclos é
equivalente a um extrusora de maior comprimento. Dessa forma, o material é
processado diversas vezes sofrendo os efeitos da extrusdo especialmente na zona de
mistura. 1sso provoca uma maior cominui¢do da biomassa, tornando a celulose mais
acessivel. Entretanto, a hidrélise enzimatica é controlada por barreiras fisicas e quimicas
e a extrusdo que tem a funcdo de remover essa barreira fisica atinge um limite, apds

certo nimero de ciclos.

Estes resultados permitem descobrir o comprimento ideal da extrusora, ou seja,
seu comprimento minimo para atingir a maxima eficiéncia possivel de pré-tratamento.
Determinar o comprimento ideal do cilindro também evita gastos desnecessarios para
casos de extrusoras mais longas que o necessario. No caso em questdo, 0 comprimento
ideal seria trés e sete vezes o tamanho da extrusora, totalizando 1,2 e 3,8 m,

respectivamente para a extrusdo do bagaco e da palha.
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Figura 4.5: Rendimento em 72 horas de hidrélise enzimatica versus quantidade de ciclos
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4.3 Ensaios de Extrusdo do Planejamento Experimental

Os ensaios de extrusdo foram conduzidos variando a temperatura do cilindro e a
velocidade de rotacdo dos parafusos, utilizando bagaco e palha de cana in natura, com

adicdo de glicerol. A Figura 4.1 ilustra as biomassas antes e ap0s o pré-tratamento.

Foi observado que o transporte da biomassa se torna mais facil quanto maior é a
temperatura do cilindro. Em baixas temperaturas usualmente ocorrem entupimentos,
além de um intenso barulho. Dessa forma, temperaturas mais altas permitem empregar

vazOes de entrada maiores, caso desejado.

O tempo de residéncia da biomassa na extrusora varia conforme a geometria dos
parafusos (quantidade de zonas de mistura e elementos reversos), 0 comprimento do
cilindro e a velocidade de rotacdo dos parafusos. Como, nos ensaios do planejamento
experimental a geometria dos parafusos foi mantida constante, o tempo de residéncia
variou de forma inversamente proporcional a velocidade de rotacéo dos parafusos, como

mostra a Tabela 4.3.

Tabela 4.3: Tempo de residéncia dos ensaios experimentais

Ensaio Bagaco Palha
v (rpm) T (min) v (rpm) T (min)
1 32 3,84 39 2,76
2 88 1,15 131 0,60
3 32 3,27 39 3,00
4 88 1,26 131 0,66
5 20 5,80 20 3,21
6 100 0,90 150 0,75
7 60 1,93 85 1,21
8 60 1,88 85 1,20
9 60 1,97 85 1,25
10 60 2,05 85 1,16
11 60 2,02 85 1,20
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As condicOes de extrusdo utilizadas no planejamento experimental foram
escolhidas baseadas nos resultados dos ensaios preliminares. Sendo assim, empregou-se
glicerol como aditivo a uma concentracao de 43 e 34% em massa, respectivamente para

extrusdes do bagaco e da palha e cada ensaio foi realizado 3 ciclos de extrusao.

4.4 Hidrolise Enzimatica do Planejamento Experimental

Os resultados de 24 horas de hidrolise enziméatica das amostras de bagaco e
palha tratadas no planejamento experimental foram inseridos no software STATISTICA
com o objetivo de verificar a influéncia da temperatura do cilindro e da velocidade de
rotacdo dos parafusos no rendimento de glicose. As médias dos rendimentos de glicose
ao longo do tempo de hidrolise de cada ensaio experimental para o bagaco e para a
palha estdo apresentadas na Tabela 4.4 e 4.5, respectivamente.

Tabela 4.4: Rendimento de glicose em % ao longo do tempo de hidrolise das amostras

de bagaco tratadas no planejamento experimental

Ensaio/Tempo 3 horas 6horas 9horas 24horas 48horas 72 horas

1 29,3 32,8 32,7 39,9 42,2 44,9
2 27,2 30,8 32,6 35,8 41,9 40,6
3 29,5 33,2 34,6 39,5 41,8 42,1
4 28,8 30,2 32,7 38,6 42,1 43,4
5 27,7 31,1 32,2 37,2 40,7 42,0
6 27,5 30,5 33,2 36,5 39,7 40,7
7 30,4 33,7 37,2 39,8 43,3 45,4
8 27,2 30,1 32,7 41,6 41,2 42,0
9 27,0 28,9 33,8 36,6 39,8 41,4
10 27,2 29,9 32,9 36,5 39,1 40,6
11 27,3 29,8 31,3 36,5 37,9 38,7
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Tabela 4.5: Rendimento de glicose em % ao longo do tempo de hidrélise das amostras
de palha tratadas no planejamento experimental

Ensaio/Tempo 3 horas 6horas 9horas 24horas 48horas 72 horas

1 31,7 33,2 37,2 41,0 447 46,2
2 28,8 32,2 35,6 39,8 40,6 43,4
3 28,0 34,7 36,9 39,2 41,2 44,4
4 28,4 32,3 35,6 40,6 41,3 42,0
5 30,6 32,8 36,4 40,5 44,5 46,1
6 28,6 31,3 36,6 38,6 41,5 43,8
7 27,6 31,2 33,7 37,2 40,8 41,6
8 30,0 33,5 35,3 40,6 44,3 45,6
9 30,6 33,5 36,2 40,7 43,6 43,7
10 28,0 32,5 35,0 37,4 40,3 44,0
11 30,2 33,1 355 41,8 44,8 46,0

A concentracdo de glicose alcancada ao final de hidrolise para estes
experimentos variaram dentro da faixa de 8 a 11 g.L™!. Essas baixas concentracdes
refletem a baixa carga de solidos empregada na hidrélise (5% de biomassa seca), sendo
assim, apesar de se constituirem valores importantes no @mbito industrial, ndo foram
utilizadas como pardmetro para verificar a eficiéncia do pré-tratamento, pois
representam valores absolutos. Ao invés disso, os rendimentos, que representam valores

relativos, foram utilizados como parametro.

A Figura 4.6 apresenta o grafico de Pareto que mostra os efeitos das variaveis
independentes e suas combinacdes sobre o rendimento de glicose para 24 horas de
hidrolise enzimatica. No grafico, os termos lineares estdo associados com a letra L e 0s
termos quadraticos com a letra Q. E possivel visualizar a magnitude de cada efeito a
qual é representada pelo comprimento de cada coluna. A linha pontilhada vertical
representa o p-valor de 0,1 que corresponde a 90% de confianca.
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Figura 4.6: Grafico de Pareto para 24 horas de hidrélise enzimatica do bagaco.
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Para 24 horas de reacdo, a Figura 4.6 mostra, com um nivel de confianca de

90%, que os termos quadraticos e lineares da temperatura e o termo linear da velocidade

apresentam influéncia na resposta, bem como a interacdo entre eles. Como mostra o

grafico de Pareto, a maior influéncia é a do termo quadratico da temperatura e apenas o

termo linear da velocidade apresenta efeito negativo sobre o rendimento de glicose em

24 horas. Dessa forma, os termos sem significancia foram eliminados e a regressao foi

realizada novamente. A analise de variancia e o teste F para esta nova regressao estdo

apresentados na Tabela 4.6.

Tabela 4.6: Andlise de variancia para rendimento em glicose em 24 horas

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Valor
variacao quadrados liberdade médio Fea
Regressao 32,4413 4 8,1103 24,817
Residuo 1.9611 6 0,3268
Total 34,4023 10

R” = 94,3%; Fiabu: 6 0.1) = 3,18
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O modelo apresentou ajuste bom de 94,3% e, a um nivel de significancia de
90%, pbde ser validado pelo teste F que apresentou um Fcy maior que 0 Fp. O modelo
quadratico ajustado em termos apenas das variaveis significativas é dado na Equacéo
5.1 para 24 horas de hidrolise, com rendimento em %, velocidade em rpm e temperatura

em °C e o grafico de curvas de nivel é mostrado na Figura 4.7.

Rzs = 36,634 — 0,691 (S2) + 0,565 (o2 ) + 1,982 (o2 9")) +0,710 (L22) (C=20)

2,55 28,368 42,55
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Figura 4.7: Curva de nivel gerada a partir do modelo de determinagéo do rendimento de

glicose em 24 horas de hidrolise enzimatica.

Por meio da superficie de resposta observa-se que existem algumas regifes que
definem condicdes Otimas em 24 horas de reacdo. Estas regifes se encontram nos

extremos do gréafico, sdo elas: baixa temperatura associada a baixa velocidade de
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rotacdo e alta temperatura associada a qualquer velocidade de rotacdo, dentro da regido

experimental.

Resultados similares sé@o encontrados no trabalho de LAMSAL et al. (2010) que
verificou que a combinacdo de altas temperaturas com baixo tempo de residéncia (alta
velocidade de rotacdo) ou baixas temperaturas com altos tempos de residéncia (baixa
velocidade de rotacéo) levou aos maiores rendimentos de hidrélise encontrados.

Entretanto, a influéncia dos pardmetros velocidade e temperatura, apesar de
significativa, foi pequena. Isso pode ser observado pelos resultados de rendimento
apresentados na Tabela 4.4 para 24 horas de hidrélise enzimatica. Os valores mostram
que os rendimentos variaram dentro da faixa 35,8-41,6%. Ou seja, uma variacdo
pequena mesmo para uma variacao muito grande de velocidade (de 20 a 100 rpm) e de
temperatura (de 30 a 150 °C).

Para validar o modelo da Equacdo 4.1, novos experimentos de extrusdo e
hidrélise foram conduzidos em duas condigfes distintas. Para a primeira condi¢do foi
selecionado o ponto de 88 rpm e 90 °C (ponto 1) que corresponde a um dos menores
rendimentos de glicose em 24 horas, segundo o modelo. Para a segunda condicéo foi
escolhido o ponto 100 rpm e 150 °C (ponto 2) que, de acordo com o modelo, gerou um
dos maiores rendimentos de glicose em 24 horas. A Tabela 4.7 mostra a proximidade

entre os valores do modelo e os experimentais.

Tabela 4.7: Resultados experimentais e gerados pelo modelo

Tempo (h)  Experimental (%) Modelo (%) Erro (%)
Ponto 1 24 36,1 +0,98 36,0+0,44 0,53
Ponto 2 24 40,9 £ 0,98 41,8+1,83 -2,17

Para o planejamento experimental da palha, decidiu-se expandir o intervalo de
rotagdo para um maximo (nivel 1,41) de 150 rpm. Por questBes de seguranga, seu
intervalo de temperatura teve que ser reduzido para 140 °C devido a problemas de
combustdo que a palha apresentou em temperaturas maiores que de 150 °C. Sendo
assim, o planejamento experimental para a palha foi reformulado com uma temperatura
e rotacdo maximas de 140 °C e 150 rpm (nivel 1,41), respectivamente, como mostra a
Tabela 3.2.
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Assim como feito para o0 bagaco de cana, os resultados de 24 horas de hidrolise
da palha foram analisados no software STATISTICA versdao 7.0 para regressao e
analise grafica. Entretanto, o grafico de Pareto da Figura 4.8 mostra que nenhum termo
influenciou significativamente nos rendimentos de hidrélise. Sendo assim, qualquer
temperatura ou velocidade de rotacdo empregada gera resultados de hidrolise

semelhantes.

Ja que os resultados independem da velocidade de rotacdo e da temperatura do
cilindro, as melhores condigdes a serem empregadas sdo aquelas que garantem o menor

consumo energético por massa de material processado.

Velocidade (Q) \,0243983

Temperatura (L) 7458699 !

VelocidadexTemp ,6878362

Velocidade (L) & -,480314

Temperatura (Q) -,370409
p=,1

Efeitos Estimados (Valores Absolutos)

Figura 4.8: Gréfico de Pareto para 24 horas de hidrolise enzimética da palha.

4.5 Analise de Consumo Energético

Grande parte dos trabalhos encontrados na literatura que abordam pré-
tratamentos fisicos ndo apresentam dados de consumo energético. Existe uma caréncia

de informacdes que relacionam a eficiéncia do pré-tratamento com o gasto energetico,
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principalmente nos casos de tratamento como a moagem que é reconhecida pelo seu

grande consumo energético (ZHU et al., 2009).

A extrusdo, por sua vez, apresenta consumo energético geralmente inferior aos
pré-tratamentos fisicos de moagem (SILVA, et al., 2013b). Esse menor consumo
energético pode ser associado, principalmente, ao seu curto tempo de residéncia. O
maior tempo de residéncia observado na Tabela 4.3 foi de 5,8 minutos, entretanto, é
possivel reduzir o tempo de residéncia e, a0 mesmo tempo, aumentar a produtividade
aumentando a velocidade de rotagdo dos parafusos o que consequentemente reduz ainda

mais 0 consumo de energia por massa processada.

Para calcular o gasto energético dos processos de extrusao da biomassa de cana,
foram realizadas medidas de corrente durante o funcionamento da extrusora e calculado
0 consumo de energia por grama de bagaco processado ou por grama de glicose

produzida, de acordo com as Equagdes 3.4, 3.5 e 3.6.

As condicdes escolhidas para calcular o gasto energético foram aquelas nas
regides da Figura 4.7 que combinam valores extremos de temperatura e velocidade de
rotacdo. A Tabela 4.8 apresenta o gasto energético por grama de biomassa processada e
por grama de glicose produzida, utilizando dados de poténcia, vazao e rendimento para
as condicOes escolhidas. Essas condicOes estdo representadas pelo codigo de niveis

utilizado no planejamento experimental.

Cabe observar que no segundo e terceiro ciclo as vazdes empregadas sdo cerca
de 50% maiores que no primeiro ciclo devido a maior facilidade de processar o material
que ja se encontra mais particulado. Isso significa que o gasto energético é menor nestes
ciclos, ja que é possivel processar uma maior quantidade de biomassa no mesmo

intervalo de tempo.

Tabela 4.8: Consumo energético das condi¢bes experimentais selecionadas

Ponto (+1,41; +1,41)  (-1,41;-1,41) (-1,41;+1,41) (+1,41;-1,41)
Temperatura (°C) 150 30 150 30
Rotacdo (rpm) 100 20 20 100
Vazio 1° ciclo (g.min™) 5 1 1 5
Vazdo 2° e 3° ciclo (g.min’l) 75 1,5 15 7,5
Poténcia (W) 995,50 579,74 878,8 717,65
Consumo (KJ/Qpiomassa) 27,87 81,16 123,03 20,09
Rendimento 24 h (%) 43 43 43 38
Consumo (kJ/Jgiicose) 147,33 428,98 650,27 120,18
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Fica claro que em baixa temperatura e rotacdo a poténcia do equipamento é
menor, como € o caso do ponto (-1,41; -1,41). Entretanto, como a rotacdo é muito baixa,
a vazdo de alimentacdo empregada deve ser menor, processando entdo uma quantidade
menor de material por tempo, 0 que resulta em um maior consumo energético por grama

de biomassa, como pode ser observado na Tabela 4.8.

Dessa forma, verifica-se que, neste caso, a velocidade de rotagdo apresenta-se
como um fator mais influente que a temperatura, quando se trata de consumo energético

especifico do pré-tratamento por extrusao.

O ponto (+1,41; -1,41) apresenta 0 menor consumo energético por grama de
biomassa processada, uma vez que é conduzido em baixa temperatura e alta vazdo.
Entretanto, seu rendimento € um pouco mais baixo que os demais para 24 horas de
hidrolise. Para uma comparacdo mais adequada foi calculado o consumo energético por
grama de glicose produzida utilizando os dados de rendimento como fator de converséo.
Observando, entdo, o consumo por grama de glicose na Tabela 4.8, verifica-se que 0
ponto (+1,41; -1,41) é mais vantajoso em termos energéticos, pois apresenta um
consumo inferior que os demais pontos para cada grama de glicose produzida.
Entretanto, por apresentar menor rendimento, necessita de maior quantidade de matéria

prima por grama de glicose produzida.

Observando-se, ent&o, na Tabela 4.8, um consumo minimo de 20,09 kJ.g™* para
uma extrusdo realizada em trés ciclos, constata-se que a extrusdo apresenta baixo
consumo energético, se comparada com alguns pré-tratamentos fisicos. Em HIDENO et
al. (2009) um moinho de discos usado para tratar palha de milho consumiu 5,4 kJ.g™ de
biomassa processada com um total de 10 ciclos. J& o moinho de bolas utilizado para
tratar a mesma biomassa por 60 minutos consumiu uma quantidade de energia de 108
kJ.g! de biomassa, ou seja, apresentou um consumo 20 vezes superior a0 moinho de

discos.

No trabalho de BARROS et al. (2013) o consumo energético para 4 ciclos em
um moinho de discos, seguido de 60 minutos de ozonodlise foi bem superior, com um
total de 313,2 kJ e 334,8 kJ por grama de bagaco e palha, respectivamente. Segundo os
autores, o pré-tratamento do bagaco e da palha apenas por ozonolise, conhecida pelo seu

baixo consumo energético, consumiu uma média de 140,4 kJ.g™%.
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J& 0 moinho de discos utilizado por SILVA et al. (2010) no tratamento do
bagaco e da palha consumiu quantidades compardveis a extrusora utilizada neste
trabalho. Um total de 48 kJ.g™ e 39,6 kJ.g™* foram consumidos para o bagaco e a palha,

respectivamente, realizando-se 20 ciclos para cada biomassa (SILVA et al., 2010).

Pode-se observar que os valores de gastos energéticos podem variar bastante de
um trabalho para outro, pois dependem de muitos fatores que incluem a marca e o porte

do equipamento.

4.6 Influéncia da Configuracdo dos Parafusos

A mudanca da configuracdo dos parafusos altera a eficiéncia do pré-tratamento,
pois permite ajustar o tempo de residéncia dentro do cilindro e com isso a intensidade
de cisalhamento.

A primeira mudanca de configuracdo consistiu na troca da angulacdo dos
elementos da segunda zona de mistura. A nova angulacdo simulou um elemento reverso
empurrando a biomassa para o sentido contrario ao transporte. Dessa forma, a biomassa

permaneceu mais tempo nesta zona sofrendo maiores efeitos de cisalhamento.

A segunda mudanca de configuracdo consistiu no acréscimo de um elemento
reverso apds a terceira zona de mistura. Esta localizacdo foi escolhida, pois ao chegar ao
elemento reverso o material retorna e se acumula na zona de mistura que se encontra
logo anterior a ele e sofre novamente os efeitos de cisalhamento. Além disso, foi
escolhida a terceira zona de mistura, pois ao chegar a esta zona, o material ja se
encontra mais particulado e com isso o0 equipamento ndo sobrecarrega tanto. A Figura
4.9 mostra os rendimentos em 72 horas de hidrolise das amostras selecionadas tratadas

nas condicdes descritas na Tabela 3.4.
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Figura 4.9: Comparacéo dos rendimentos em 72 horas de hidrdlise das amostras

processadas nas diferentes configuragdes de parafusos.

Como ja era esperado, foi verificado um aumento do tempo de residéncia na
medida em que os parafusos foram modificados. Com os parafusos na conformacao
original, o tempo de residéncia foi em média 0,9, 1,20 e 4,26 a 100, 85 e 30 rpm,
respectivamente. J& para a primeira mudanca de conformacdo, as extrusdes
apresentaram um pequeno aumento na média dos tempos de residéncia passando para
1,12, 1,27 e 4,58 minutos a 100, 85 e 30 rpm, respectivamente. A insercdo do elemento
reverso na segunda modificacdo ocasionou um grande aumento dos tempos de
residéncia apresentando médias de 5,66, 5,52 e 10,5 minutos para 100, 85 e 30 rpm,
respectivamente.

Pode-se observar pelo grafico que a primeira mudanga realizada praticamente
ndo causou melhora na eficiéncia do pré-tratamento. Uma possivel explicacdo para isso
reside no fato de que ao chegar a zona de mistura modificada, o material retorna e
encontra uma zona de transporte, a qual apresenta pouca capacidade de cisalhamento.
Uma forma de tornar essa nova configuragcdo mais eficiente seria adicionar uma nova
zona de mistura, localizada antes dessa zona modificada. Nessa conformacgdo os

elementos da zona modificada que simulam um elemento reverso empurrariam o
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material no sentido contrério ao transporte que acabaria encontrando uma zona de

mistura ao invés de uma zona de transporte e, com isso, sofrendo maior cisalhamento.

Observa-se também que a presenca do elemento reverso aumenta de maneira
dréstica a eficiéncia do pré-tratamento, sendo essencial a presenca deste para que se
alcance bons rendimentos. Os rendimentos alcancados foram 68,6, 59,3, 65,4 e 65,1%
de glicose em 72 horas de hidrolise enziméatica para as misturas de bagago+agua,

palha+agua, bagaco+glicerol e palha+glicerol, respectivamente.

O aumento do tempo de residéncia justifica em parte os melhores rendimentos
encontrados com a insercao do elemento reverso, além disso, a presenca deste causa um
impacto maior dos parafusos e cilindro sobre a biomassa, favorecendo a mistura e o

cisalhamento e proporcionando maior quebra da estrutura da biomassa.

Apesar dos rendimentos mais elevados, a presenca do elemento reverso
prejudicou drasticamente a fluidez da biomassa dentro do cilindro. Ao longo da
passagem o torque excedeu, por diversas vezes, o limite maximo permitido pelo
equipamento, devido a entupimentos na zona de mistura localizada antes do elemento
reverso. Sendo assim, foi necessario empregar uma vazao de entrada extremamente
baixa em todos 0s casos, para evitar o bloqueio dos parafusos. Essa baixa vazéo acarreta
em aumento do gasto energético por grama de biomassa processada. Uma forma de
contornar esse problema seria adicionar uma maior quantidade de aditivo por grama de
biomassa ou um maior teor de umidade. Isso facilitaria a passagem pela extrusora,
permitindo maiores vazdes de entrada e com isso, a reducdo do gasto energético. Em
contrapartida, existe a possibilidade da reducdo da eficiéncia do pré-tratamento com o
aumento do teor de aditivo, como foi verificado na Figura 4.4. Sendo assim, testes
adicionais precisam ser realizados para verificar a influéncia das variaveis operacionais,

bem como uma avalia¢do do gasto energético com essa nova conformacédo de parafusos.

Uma grande vantagem deste pré-tratamento € que o rendimento chega quase ao
seu maximo no tempo de apenas 24 horas de hidrdlise e a partir desse ponto o
acréscimo no rendimento é bastante pequeno. E possivel observar isso na Figura 4.10

gue apresenta as curvas de hidrolise das amostras.
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Figura 4.10: Curvas de hidrélise das amostras processadas com elemento reverso.

Foi observado um escurecimento da cor das biomassas do primeiro ao terceiro
ciclo nas extrusdes com o elemento reverso. A Figura 4.11 compara as cores de uma
amostra de palha in natura com amostras de palha tratadas do primeiro ao terceiro ciclo
no tratamento com a nova configuracdo do parafuso, utilizando glicerol como aditivo.
Observa-se o escurecimento da biomassa a medida que se aumenta o numero de ciclos.
Isso acontece, pois 0 tempo de residéncia dentro da extrusora aumenta e, com isso, a
biomassa fica exposta a alta temperatura por maior tempo. A temperatura definida no
experimento da Figura 4.11 foi de 85 °C, entretanto a temperatura real do cilindro
chegou a 130 °C devido a geracdo de calor pelo equipamento. Sendo assim, de forma
geral, foi observado que quanto maior a temperatura do cilindro mais escura a cor da

biomassa tratada, mesmo na configuracao original dos parafusos.

HASETH (2012) relatou o escurecimento de biomassa pré-tratada com liquidos
ibnicos, 0 que, provavelmente, segundo o autor, pode estar associado com a
condensacéo da lignina. Ja CURELI et al. (2002) associaram o escurecimento da palha
de milho tratada com &cido sulfurico a formagdo de produtos da degradagdo de

carboidratos ou a catalise &cida de ligagdes lignina-carboidrato.
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Figura 4.11 Comparagéo da cor da palha in natura e tratada do primeiro ao terceiro

ciclo utilizando os parafusos com elemento reverso.

Com intuito de verificar se houve degradacdo de acgucares, as amostras de
bagaco e palha, tratadas com trés ciclos na configuracdo com elemento reverso
utilizando glicerol como aditivo nas condic¢des descritas na Tabela 3.4, foram enviadas
para HPLC para quantificacdo dos principais inibidores. A Tabela 4.9 mostra a

concentracdo dos inibidores avaliados.

Tabela 4.9: Concentracdo dos principais inibidores

Inibidor Concentracéo (g.L™)
Bagaco Palha
Acido acético 0,76 0,59
Furfural n.d. n.d.
HMF n.d. n.d.

n.d.: ndo detectado

Apesar do bagaco e a palha terem sido tratados em altas temperaturas que
atingiram, respectivamente, 130 e 160 °C devido a geracdo de calor pelo equipamento,
ndo foi detectada a presenca de furfural e HMF nos xaropes de biomassa. Como a
extrusdo ndo modifica a composicdo da biomassa e, portanto, ndo produz aguUcares, €
razoavel a auséncia destes dois inibidores, uma vez que eles sdo gerados a partir da

degradacéo de pentoses e hexoses, como mostra a Figura 2.3.

Por outro lado, a presenca de acido acético é possivel, uma vez que este é
formado a partir da degradagdo da hemicelulose quando exposta a condic¢des drasticas,
como alta temperatura e elevada acidez. Todavia, a concentracdo de acido acetico

encontrada é muito pequena para provocar uma inibigdo significativa da fermentacéo.
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HUANG et al. (2011) verificaram que em baixas concentraces de acido acético (1-4
g.L™) ndo houve inibicdo da producéo de etanol a partir de uma soluco hidrolisada de
palha de milho tratada por exploséo a vapor. A inibicdo s6 passou a ser significativa nas

concentracdes testadas de 4 a 6 g.L ™.

Jé& os resultados de TOQUERO e BOLADO (2014) mostraram uma inibicdo do
rendimento de etanol em concentracfes mais baixas de acido acético. O rendimento de
etanol de 77,9% para a amostra controle caiu para 60,1, 51,9 359 e 2,1% em
concentracdes de acido acético de 0,5, 1, 2 e 4 g.L ™. Entretanto, sabe-se que a inibic&o é

também dependente da linhagem de levedura utilizada.

Os rendimentos de etanol alcangados por BELLIDO et al. (2011) na
fermentacdo também foram reduzidos pela presenca de acido acético a partir de 0,5
g.L™. As concentragdes de etanol obtidas foram 10,4, 17,5 18,0 e 22,8 g.L" para

concentracdes de acido acético de 2,5, 1,5 e 0,5 g.L ™" e para amostra controle.

4.7 Fermentacdo do Hidrolisado

Os trés substratos descritos na Secdo 3.9 foram preparados e submetidos a
fermentacdo com o objetivo de avaliar os efeitos inibitérios, principalmente do glicerol
que esta presente em altas concentragdes. Os rendimentos de etanol ao longo do tempo
de fermentagdo para os trés substratos sdo apresentados na Figura 4.12 e foram
calculados com base na quantidade total de agUcar presente no inicio da fermentacdo. A
Tabela 4.10 apresenta a concentracdo de glicerol e dos acgUcares presentes em cada

substrato no inicio da fermentacéo.

Tabela 4.10: Concentracdo de agucares e glicerol no inicio da fermentacao

Condicéo Xarope com Xarope sem
controle glicerol glicerol
Glicerol (g.L™) 21,7 20,3 0
Glicose (g.L™) 12,8 13,7 13,6
Sacarose (g.L™) 18,0 19,9 18,9
Frutose (g.L™) 2,9 4,6 47
Total de actcar (g.L™) 33,7 38,1 37,2
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Como pode ser observado na Tabela 4.10, a adicdo de melaco ocasionou a
diluicdo da concentracdo de glicerol do xarope que contém o mesmo, entretanto, como o

volume adicionado foi pequeno, essa diluicéo foi de apenas 21 para 20,3 g.L™.

Os maiores rendimentos sdo alcancados no tempo de 4 horas de fermentacéo,
chegando a 82,7, 80,6 e 79,6% para a condigdo controle e para o xarope de biomassa
com e sem glicerol, respectivamente. As concentracdes de etanol alcangadas foram
14,2, 15,7 e 15,1 g.L™, respectivamente, para os trés substratos. Do ponto de vista
industrial, essas concentracdes de etanol sdo baixas, entretanto, ndo sdo resultados de
rendimentos ruins, mas sim de uma carga baixa de agucares utilizada como substrato da
fermentacdo. Entretanto, o foco desta etapa foi verificar a influéncia do glicerol por
comparacgdo entre os rendimentos dos trés diferentes substratos, sem se preocupar com
suas concentracdes geradas ao final do processo.

Uma vez que os rendimentos entre os trés substratos sdo muito proximos, o0s
resultados indicam que o glicerol, na concentracdo presente, ndo é capaz de inibir a

fermentacdo e prejudicar seu rendimento.
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Figura 4.12: Rendimento de etanol ao longo do tempo de fermentacao.

Para os trés substratos as fermentacdes chegaram a rendimentos satisfatorios,

mostrando que o glicerol pode ser utilizado como aditivo na extrusdo. Entretanto seu
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uso deve ser de forma cautelosa, pois em concentracfes mais elevadas é possivel que
ocorra inibicdo que prejudique de forma significante os rendimentos da fermentacéo,
tornando o glicerol inviavel como aditivo para extrusdo. Sendo assim, caso se deseje
concentracdes mais altas de glicerol na extrusdo, € importante que essas concentracdes

sejam testadas na fermentacgdo para garantir que a mesma néo seja prejudicada.

4.8 Caracterizacdo Estrutural

Anadlises de caracterizagdo estrutural de amostras tratadas e ndo tratadas foram
realizadas com objetivo de verificar a influéncia do pré-tratamento na estrutura da
biomassa. As analises realizadas foram microscopia eletronica de varredura, indice de

cristalinidade e area especifica e seus resultados estdo descritos nos topicos seguintes.

4.8.1 Microscopia Eletronica de Varredura

A morfologia dos granulos foi observada através de MEV com aumentos de 100
a 50.000 vezes, sendo possivel observar as alteracdes estruturais que a extrusdo provoca
nas fibras lignoceluldsicas das biomassas. As Figuras 4.13 e 4.14 mostram imagens de
MEV para as biomassas ndo tratadas e amostras tratadas nos ensaios 8 e 1 do
planejamento experimental, respectivamente para bagaco e palha.

O bagaco e a palha em sua forma in natura apresentam estruturas rigidas com
fibras ordenadas. Sua superficie compacta e pouco porosa dificulta o acesso as enzimas.
Apds o pre-tratamento, foi possivel observar pequenas mudancas estruturais no material
tratado que se apresentou mais cominuido e desestruturado em relacdo a sua morfologia
original. A quantidade de ranhuras e a rugosidade das biomassas se tornaram mais
proeminente demonstrando a separagdo parcial da compacta estrutura lignoceluldsica.
Por meio das imagens néo foi possivel perceber diferencas significativas no nivel de
desestruturacdo da morfologia entre as duas biomassas estudadas. Isto esta de acordo
com os rendimentos muito semelhantes obtidos para o bagaco e a palha no

planejamento experimental.
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Como o pré-tratamento ndo remove a lignina, a presenca desta ndo permite a
visualizagdo de microfibrilas de celulose desprendidas da matriz. Sendo assim, a
desestruturacdo da parede celular ocorre apenas no nivel macro, deixando as

microfibrilas intactas, ndo ocorrendo, entdo, desfibrilacdo das biomassas.

A cominuicdo e a reducdo das fibras, provocadas pela extrusdo, podem ser
consideradas as responsaveis pelo aumento da sacarificacdo em relagdo a biomassa in
natura, devido a maior area de contato entre as enzimas e a celulose, facilitando o
ataque enzimatico. Apesar disso, ainda pode ser visto nas imagens varias areas que nédo
foram afetadas pelo pré-tratamento, mantendo suas estruturas rigidas e organizadas,
como mostra a regido destacada na Figura 4.14. Isso mostra que o pré-tratamento por
extrusdo nao foi capaz de alcancar e desordenar toda a estrutura da biomassa, deixando
diversas areas intactas e, por esse motivo, as hidrolises da biomassa apresentaram

rendimentos relativamente baixos.
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Figura 4.13: Imagens de MEV do bagaco sem tratamento (esquerda) e pré-
tratado (direita) no ensaio 8 do planejamento experimental, com aumentos de 500, 2.000
e 10.000 x.
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Figura 4.14: Imagens de MEV da palha sem tratamento (esquerda) e pré-tratada
(direita) no ensaio 1 do planejamento experimental, com aumentos de 1.000, 5.000 e
20.000 x.

88



4.8.2 indice de Cristalinidade

Os resultados de indice de cristalinidade para amostras de biomassas néo
tratadas e tratadas em ciclos nos experimentos descritos na Secdo 3.4.3 podem ser

visualizados na Figura 4.15.
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Figura 4.15: indice de cristalinidade das amostras tratadas em ciclos.

Para o bagaco tratado em seu primeiro ciclo, a cristalinidade apresentou uma
reducdo de 57,3 + 1,25% para 54,0 + 0,23% em relacdo ao bagaco in natura. Com a
realizacdo do segundo e terceiro ciclos, a cristalinidade se manteve constante, levando
em conta o erro experimental. J& para a palha, houve uma reducéo de 57,1 £ 0,97% para
54,1 £ 0,50% em seu primeiro ciclo e uma pequena e nova reducdo de 53,9 + 0,88%

para 52,1 + 0,26% do segundo para o terceiro ciclo.

SILVA et al. (2010) também obteve redugdes pouco significativas do indice de
cristalinidade ao tratar a biomassa de cana-de-agicar em um moinho de discos. O
bagaco e a palha apresentaram reducdes no IC de 38 para 28% e de 30 para 21%,
respectivamente. Enquanto que, ao tratar as mesmas biomassas em moinho de bolas,

conseguiram uma total decristalinizagdo de suas estruturas.
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ZHANG et al. (2011) chegou a conclusdes semelhantes ao tratar palha de milho
em uma extrusora de dupla rosca. Em seu trabalho, ndo encontrou uma redugéo
significante do indice de cristalinidade que justificasse 0 aumento nos rendimentos de
hidrolise. A desconstrucdo da parede celular observada por MEV e 0 aumento da area
superficial foram considerados os responsaveis pelo aumento da sacarificacdo

enzimatica.

LEE et al. (2009) obteve uma reducdo pequena do indice de cristalinidade de
68,4% da amostra in natura para 54,7% da amostra cujo tratamento foi o mais eficiente.
Entretanto, observou um IC ainda menor (47,1%) para uma amostra cujo pré-tratamento
foi menos eficiente. Segundo os autores, 0 aumento da area especifica representou um

fator mais importante que a reducédo do IC na melhora da sacarificacdo da biomassa.

SILVA et al. (2013a) apesar de atingirem rendimentos elevados de glicose de
76,4%, obtiveram uma reducdo baixa do IC de 58,9 para 57,9% no tratamento do

bagaco da cana utilizando liquido i6nico em uma extrusora dupla rosca.

Também foram medidos os indices de cristalinidade para as amostras de palha e
bagaco pré-tratadas com trés ciclos na configuracdo que contém o elemento reverso,
utilizando glicerol como aditivo. Apesar da amostra de bagago apresentar rendimento
muito superior, seu indice de cristalinidade foi muito semelhante as demais amostras,
como mostra a Figura 4.15. Estes resultados indicam que a reducdo do indice de
cristalinidade nédo foi significante no pré-tratamento do bagaco de cana-de-agUcar por
extrusdo e ndo foi o fator responsavel pelo aumento da sacarificacdo da biomassa pré-
tratada.

Ja para a palha pode-se observar uma reducdo apreciavel do IC, embora ainda
muito baixa se comparada com outros pré-tratamentos. Dessa forma a redugdo do IC
decorrente do tratamento da palha pode ter colaborado para o aumento da sacarificagéo

da biomassa.

90



5. CONCLUSOES E SUGESTOES

5.1 Conclusodes

Biomassa de cana-de-agucar, bagaco e palha, foi submetida ao pré-tratamento
por extrusdo variando-se a natureza e a carga de aditivo, nimero de ciclos, temperatura,
velocidade de rotacdo e configuragdo dos parafusos. A extrusdo proporcionou
cisalhamento e mistura levando a uma alteracdo fisica da biomassa, desordenando sua

estrutura e reduzindo sua cristalinidade.

Foi indispensavel a presenca de um aditivo para o transporte da biomassa ao
longo dos parafusos. A agua além de se constituir como um bom aditivo, em termos de
rendimento de hidrdlise, tem a vantagem de ja estar presente na biomassa advinda dos

campos com um teor, em média, de 50%.

Entretanto, 0 uso da &gua como aditivo estd limitado ao uso de baixas
temperaturas do cilindro. Por esse motivo o glicerol foi adotado para os experimentos
posteriores. Antes de adotar um aditivo é importante o conhecimento de que 0 mesmo
ndo prejudica a etapa de hidrolise e de fermentacao nas concentracdes usadas, como foi

o0 caso do glicerol.

Apesar do aditivo se apresentar fundamental para o transporte da biomassa, uma
alta carga de glicerol aumentou a sua fluidez e reduziu o atrito gerado entre a biomassa
e os parafusos. Consequentemente, a eficiéncia do pré-tratamento foi reduzida. Dessa
forma, uma quantidade intermediaria de glicerol de 43% foi mais apropriada para o pré-

tratamento.

Os rendimentos de glicose na hidrolise das amostras tratadas se apresentaram
muito pequenos e inferiores a maioria dos rendimentos dos tratamentos, via extrusao,
encontrados na literatura, principalmente aqueles que associam a extruséo a tratamentos
acidos ou alcalinos. O rendimento de glicose alcangcado em 72 horas de hidrolise nas
condigdes de 50 °C, 30 rpm e processamento com somente 1 ciclo foi de apenas 37,0%

para o bagaco e 37,3% para a palha, empregando 43 e 35% de glicerol, respectivamente.
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Na tentativa de aumentar esses rendimentos, foram conduzidos experimentos em
ciclos na extrusora. Foi observado, em 72 horas de hidrdlise, um aumento continuo do
rendimento de glicose de 36,0 para 42,1% do primeiro ao terceiro ciclo da extrusdo do
bagaco. A extrusdo da palha apresentou aumento continuo de 38,0 a 54,9% do primeiro
ao sétimo ciclo. Entretanto, estes incrementos foram pequenos, principalmente para o

caso da palha.

Os resultados do planejamento experimental mostraram que a temperatura do
cilindro e a velocidade de rotacdo dos parafusos exercem pouca influéncia na eficiéncia
do pré-tratamento de forma que uma grande variagdo destes parametros levou a
rendimentos que variaram dentro de uma faixa estreita de 35,8 a 41,6%. A combinagao
de altas temperaturas ou baixas temperaturas com altos tempos de residéncia (baixa

velocidade de rotacdo) resultou nos maiores rendimentos de hidrélise encontrados.

A andlise do consumo energético da extrusora mostrou um baixo consumo em
comparacdo com alguns moinhos de bolas reportados na literatura e mostrou um
consumo comparavel em relacdo ao moinho de discos. Apesar disso, foi percebido um
maior consumo energético especifico para extrus@es realizadas com o elemento reverso

devido, principalmente, as baixas vazdes empregadas.

A configuragdo dos parafusos foi o fator que exerceu maior influéncia no
desempenho do pré-tratamento. A primeira alteracdo ndo acarretou mudancas
significativas na eficiéncia do pré-tratamento, ja a segunda resultou em um aumento
substancial dos rendimentos de hidrdlise, chegando a 68,5% em 72 horas. Estes
resultados mostram que a presenca do elemento reverso € indispensavel para que sejam
alcancados bons rendimentos de glicose ao final da hidrdlise. Entretanto, o elemento
reverso dificultou drasticamente passagem da biomassa causando diversos entupimentos
e excesso de torque na regido ao redor do mesmo. Para contornar esses problemas foi

preciso reduzir a vazdo de entrada para valores extremamente baixos.

Por meio da caracterizacdo estrutural das biomassas foi possivel observar
algumas mudangas estruturais no material tratado que se apresentou mais cominuido e
desestruturado em relagdo a sua morfologia original. Além disso, foi observada uma
pequena reducdo do indice de cristalinidade de 57,2 para 54% para o bagaco e uma
reducdo de 57,09 para 54,06% para a palha. A desestruturacdo da parede celular das

biomassas, a reducédo das fibras e a reducédo da cristalinidade, provocadas pela extruséo,
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podem ser consideradas as responsaveis pelo aumento da sacarificacdo em relagdo a
biomassa in natura, devido a maior area de contato entre as enzimas e a celulose,

facilitando o ataque enzimatico.

Analisando os resultados expostos, o tratamento da biomassa de cana-de-acucar
por extrusdo se mostrou possivel, chegando a conversdes em glicose comparaveis com
alguns resultados encontrados na literatura. Além disso, a extrusdo por ndo apresentar
quase nenhuma desvantagem somada aos bons rendimentos encontrados torna-se

competitiva e promissora frente aos demais pré-tratamentos.

5.2 Sugestoes

Uma forma de contornar os problemas causados pela presenca do elemento
reverso foi reduzir a vazéo de entrada, entretanto, isso eleva o consumo energeético por
grama de biomassa tratada. Outra possibilidade seria aumentar o teor de aditivo na
biomassa in natura para facilitar a fluidez do material principalmente na regido do
elemento reverso. Entretanto, aumentar a propor¢do aditivo:biomassa pode reduzir a
eficiéncia do pré-tratamento. Dessa forma é deixado como sugestdo para trabalhos
futuros investigar se a alta carga de aditivo melhora a fluidez da biomassa na presenca

do elemento reverso e mantém a eficiéncia do pré-tratamento.

Como a alteracdo da configuracdo dos parafusos exerceu grande influéncia na
eficiéncia do pré-tratamento, os bons resultados indicam que é conveniente investir em
um estudo em que o desenho do parafuso seja uma das variaveis mais importantes a ser

investigada e, com isso, novas configuracdes de parafusos sejam testadas.

Outra investigacdo plausivel seria testar novamente a influéncia da temperatura
do cilindro e da velocidade de rotacdo dos parafusos, porém, dessa vez, na presenca do
elemento reverso. E possivel que, na presenca deste, esses dois fatores exercam maior

influéncia no desempenho do pré-tratamento.

Também seria adequada uma analise energética em relacdo ao numero de
reciclos. As extrusdes em ciclos aumentam os rendimentos em glicose, entretanto,

demandam maior consumo energetico. Dessa forma, uma analise do consumo
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energético mais aprofundada é fundamental para se avaliar até quantos ciclos seriam

viaveis de realizar.
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