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RESUMO

FERREIRA, I. S. Estudo da producéo de etanol a partir das fracGes acucaradas da
palha de arroz. 2018. 151 p. Tese (Doutorado em Ciéncias). Escola de Engenharia de
Lorena, Universidade de Sao Paulo, Lorena, 2018.

Neste trabalho foi avaliada a producéo de etanol a partir da palha de arroz por processo de
sacarificacdo e fermentacdo em separado (SHF). Para isto, a biomassa foi processada em
quatro etapas: 1) tratamento alcalino, para solubilizacdo de grupos acetil (desacetilacdo) e
parcial remog&o de lignina e cinzas e; 2) tratamento &cido, para separagdo da hemicelulose;
3) hidrolise enzimatica, para conversdao da celulose em glicose 4) fermentacdo dos
hidrolisados agucarados obtidos. O rendimento de cada etapa, assim como, a composi¢éo
quimica das fragdes obtidas (sélido e liquido) foram determinadas. O tratamento acido teve
como objetivo estabelecer uma condigcdo de tratamento para palha de arroz, previamente
tratada com alcali, visando eficiente solubilizacdo da hemicelulose, sem contudo, ocasionar
grandes perdas no teor de celulose no solido. O estudo de temperatura, concentracdo de
acido e tempo foi feito em reator de aco inox com capacidade de 0,5 L. O processo de
hidrélise &cida nas condicGes otimizadas (85 mg de H,SO./g biomassa, 10% de sélidos,
150 °C por 10 min em reator 80 L) revelou uma elevada solubilizacdo da hemicelulose
(RHH = 94%) e a obtenc&o de um hidrolisado com menor carga de compostos inibidores.
Nestas condi¢cdes, a composicao da celulignina foi de 58,2 de celulose, 19,4 de lignina e
5,9 de hemicelulose m/m. Em seguida, foi entdo avaliado o processo de sacarificacdo
enzimatica da celulignina com altos teores de solidos (16; 20 e 24% m/v) empregando um
reator do tipo Moinho de Bolas Verticais (MBV). Para estes ensaios foram utilizadas as
seguintes condi¢Oes: carga enzimatica de 29,5 FPU por grama de celulose, 30 esferas de
vidro, temperatura de 46 °C e agitacdo de 100 rpm. O rendimento de hidrélise enzimatica
(RHE) em batelada simples foi reduzido de 80 para 72%, com o aumento do teor de
solidos de 16 para 24% m/v. Porém, a conducdo do processo em batelada alimentada foi
capaz de contornar os problemas de mistura causados pelo efeito dos sélidos, o que
possibilitou atingir um valor de RHE de 78%, a partir de 24% m/v de substrato. O estudo
da fermentabilidade do hidrolisado celulésico (HC) por Kluyveromyces marxianus revelou
uma melhor performance do processo na auséncia dos sélidos residuais, sendo ainda
necessaria sua suplementacao nutricional. Neste hidrolisado, em reator MBV, a producéo
de etanol atingiu de 32 g/L a partir de 110 g/L de glicose, o que correspondeu a uma
eficiéncia de 67% e produtividade volumétrica de 3,1 g/L.h. Ja a fermentabilidade do
hidrolisado hemicelulésico por Scheffersomyces stipitis ndo foi melhorada com
suplementacdo nutricional e a producédo de etanol alcancou 12 a partir de 50 g/L de xilose,
0 que correspondeu a uma eficiéncia de 45% e produtividade volumétrica de 0,2 g/L.h,
utilizando frascos Erlenmeyer. Com estes resultados e a partir dos rendimentos obtidos em
cada etapa do processamento da palha de arroz, foi desenvolvido um balango de massa
para producdo global de etanol, foi possivel obter 9 g de etanol a partir de 100 g de palha.
Em funcdo destes resultados, conclui-se que a palha de arroz é um subproduto agricola
com grande potencial para ser explorado como matéria-prima em biorrefinarias,
especialmente para a producdo de etanol sendo ainda necessarios estudos com vistas a
melhorias no processo enzimatico e fermentativo.

Palavras chave: Palha de arroz. Pré-tratamento. Hidrélise enzimatica. Etanol.



ABSTRACT

FERREIRA, 1. S. Study of ethanol production using rice straw sugar fractions. 2018.
151 p. Thesis (Doctoral of Science). Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Séo
Paulo, Lorena, 2018.

In this work ethanol production from rice straw sugar fractions by saccharification and
separate fermentation (SHF) was evaluated. The biomass was treated in four steps: 1)
alkaline treatment, for acetyl solubilisation (deacetylation) and partial removal of lignin
and ashes; 2) acid treatment, for hemicellulose separation; 3) enzymatic hydrolysis, to
convert cellulose in glucose and 4) fermentation of the obtained sugars from rice straw
hydrolyzate. In each step, the yield and chemical composition of liquid and solid fractions
were determinate. Acid treatment goal was to establish a condition for rice straw
previously treated with alkali, aiming at the efficient solubilization of hemicellulose,
without causing high losses in the cellulose content in the solid. The study of temperature,
acid concentration and time was done in a stainless steel reactor with a capacity of 0.5 L.
The process of acid hydrolysis under optimized conditions (85 mg of H,SO4/g biomass,
10% de solids, 150 °C for 10 min in a 80 L reactor) resulted in a high hemicellulose
solubilisation (RHH = 94 %) and in a hydrolysate with low charge of inhibitors
compounds. Under these conditions, the cellulignin composition was 58.2 cellulose, 19.4
lignin and 5.9 hemicellulose w/w. After that, the use of high solids contents in the process
of enzymatic saccharification of the pretreated biomass was evaluated using high solids
(16; 20 and 24% m / v) using a Vertical Ball Mill (MBV). The following conditions were
used for these assays: enzymatic loading of 29.5 FPU per gram of cellulose, 30 glass
beads, temperature of 46 °C and stirring at 100 rpm. Increasing solid content from 16 to
24% wiv resulted in a reduction of enzymatic hydrolysis yield (HSR), from 80% to 72%.
However, the fed batch process overcame the mixing problems caused by the solids,
reaching a RHE value of 78%, using 24% w/v of the substrate. The study of the cellulose
hydrolyzate (HC) fermentability by Kluyveromyces marxianus revealed that the best
process condition was in the absence of the residual solids and nutritional supplementation
was still necessary. In this hydrolyzate, the ethanol production reached 32 g/L, from 110
g/L glucose, an efficiency of 67% and volumetric productivity of 3.1 g/L.h using MBV
reactor. However, the fermentability of the hemicellulosic hydrolyzate by Scheffersomyces
stipitis was not improved by nutritional supplementation and ethanol production reached
12.0 from 50 g/L xylose, an efficiency of 45% and volumetric productivity of 0.2 g/L.h,
using Erlenmeyer flasks. With these results and from the yields obtained in each step of the
processing of rice straw, a mass balance was developed for the global production of
ethanol, it was possible to obtain 9 g of ethanol from 100 g of straw. Due to these results, it
was concluded that rice straw is an agricultural byproduct with great potential to be
exploited as a raw material in biorefineries, especially for the production of ethanol. More
studies are still required to optimize the enzymatic and fermentative process.

Key word: Rice straw. Pretreatment. Enzymatic hydrolysis. Ethanol.
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1 INTRODUCAO

A implementacdo do uso de combustiveis provenientes de fontes renovaveis tem se
mostrado como uma necessidade crescente do mercado energético mundial. A busca por
diferentes formas de energia constitui um dos principais desafios para reducdo da
dependéncia do petroleo e de seus derivados, além de diminuir a emissdo de gases
causadores do efeito estufa que afeta todo o planeta. Dessa forma, muitos estudos estdo
sendo desenvolvidos, no sentido de se obter um combustivel menos poluente, a partir de
matérias-primas renovaveis. Parte da pesquisa cientifica estd focalizada na producgdo de
biocombustiveis de segunda geracdo, dentre os quais se inclui o bioetanol produzido a
partir de materiais lignocelulosicos.

Uma grande quantidade de biomassa lignocelul6sica € gerada através de praticas
agricolas, industriais e florestais. A palha de arroz, por exemplo, que é o principal residuo
do cultivo dessa cultura, apresenta uma producdo de 1 a 1,5 quilograma por cada
quilograma de arroz colhido, sendo o residuo mais abundante. Este material é composto,
majoritariamente, por polissacarideos (celulose e hemicelulose), que podem ser
hidrolisados em agUcares fermentesciveis. Dessa forma, a palha de arroz é uma matéria-
prima em potencial para aplica¢gdes biotecnoldgicas, como, por exemplo, a obtencdo de
etanol.

No entanto, a estrutura e a composicao da palha de arroz, assim como outros tipos de
biomassa vegetal, dificultam a sua degradacdo quimica ou enzimatica, limitando as
possibilidades de conversdo de seus polissacarideos em monémeros fermentesciveis, sendo
esse um dos principais obstaculos para o aproveitamento integral dos polissacarideos dessa
biomassa. Uma alternativa a essa limitacdo é o estabelecimento de métodos de pré-
tratamentos que promovam a desconstrucdo da estrutura lignocelulésica de forma eficiente.

A hidrolise com acido diluido é um processo frequentemente empregado para liberar
a fracdo hemicelulésica do material lignoceluldsico, devido a sua elevada eficiéncia em
solubilizar a xilana sob a forma de mondémeros de xilose. No entanto, varios compostos
com potencial acdo inibitdria ao metabolismo microbiano sdo formados durante o processo
hidrolitico do material lignoceluldsico, diminuindo, assim, a eficiéncia e a produtividade
dos processos fermentativos. Esses compostos podem ser divididos em: produtos de
degradacdo de acucares, produtos de degradacdo da lignina e produtos da estrutura

lignoceluloésica.



22

Nesse sentido, para que possa ser empregado um hidrolisado hemicelulésico menos
toxico em processos fermentativos, é necessario desenvolver diferentes técnicas de pré-
tratamento do material lignocelulésico que proporcione uma perda minima das fragdes
acucaradas. Recentemente, tem sido demonstrado na literatura que um tratamento alcalino
da palha de arroz, em condic¢@es brandas, produz um sélido com caracteristicas favoraveis
para obtencdo tanto do hidrolisado hemiceluldsico quanto do celuldsico, devido a remogao
de grupos acetil da biomassa e reducao parcial de lignina e de cinzas.

O tratamento alcalino anterior a etapa de hidrolise com &cido diluido além de
melhorar a qualidade do hidrolisado hemicelulésico, por diminuir a concentracdo de
compostos com potencial acdo inibitdria ao metabolismo microbiano, favoreceu o
rendimento de conversdo enzimética da celulose, que é uma etapa de fundamental
importancia para a conversao dos polissacarideo presente no material lignocelulésico em
glicose .

No processo de conversdo enzimatica da celulose sdo usualmente utilizados
coquetéis de celulases comerciais capazes de atuar de forma especifica na porcao
polissacaridica da biomassa. Um parametro importante no processo de hidrélise enzimatica
é a possibilidade de trabalhar com alto teor de solidos, o que viabilizaria a obtencdo de
uma solucdo com alta concentracao de agucar, possibilitando maior obtencao do etanol.

A diminuicdo da &gua durante a hidrolise enzimatica reduz o custo de
processamento, pois diminui a energia requerida para remocdo do liquido. No entanto, a
escassez de agua no meio reacional altera as propriedades das suspensdes fibrosas,
aumentando consideravelmente a viscosidade do meio e dificultando a homogeneizacéo da
biomassa hidrolisada. Tal condi¢do, faz com que seja necessaria uma mistura adequada da
reacdo para garantir contato entre o substrato e as enzimas e para promover a transferéncia
de calor e massa dentro do reator. Dessa forma, o uso de reatores ndo convencionais e a
conducéo do processo por batelada alimentada tém sido empregada na tentativa de superar
os desafios relacionados a hidrolise enzimatica da biomassa em elevados teores de sélidos,
possibilitando elevados rendimentos de hidrélise da celulose e um hidrolisado celulésico
com altos teores de glicose.

Dentre as leveduras ndo convencionais (ou “ndo Saccharomyces”) com potencial
para producdo de etanol a partir de glicose, encontram-se aquelas pertencentes ao género
Kluyveromyces, em particular, a espécie Kluyveromyces marxianus. O interesse nha
utilizacdo de K. marxianus em aplica¢Ges biotecnoldgicas tem sido impulsionado devido a

caracteristica termotolerante e a elevada taxa de crescimento. Recentemente, uma linhagem
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termotolerante de K. marxianus (NRRL Y-6860), capaz de fermentar glicose a etanol com
produtividades comparaveis a Saccharomyces cerevisiae, foi selecionada pelo grupo de
pesquisa da Professora Dra. Inés Conceicdo Roberto.

Destaca-se ainda que durante a etapa de tratamento acido, é gerada uma corrente
liquida (hidrolisado hemicelul6sico) rica em pentoses, a qual requer micro-organismos
especificos para a producdo de etanol. A levedura Scheffersomyces stipitis tem sido
apontada como uma das mais promissoras para esta bioconversdo, apresentando elevados
rendimentos e produtividades de etanol.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a potencialidade do uso da
palha de arroz como matéria-prima em biorrefinarias, para producao de etanol utilizando as

fracdes acucaradas (hemicelulose e celulose).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Palha de arroz

O arroz é uma planta herbacea, da familia das gramineas e do género Oryza e est4
entre os cereais mais consumidos do mundo. De acordo com dados do United States
Department of Agriculture — USDA (2018), a producdo mundial do arroz para a safra de
2017/18 atingira um recorde de 484 milhdes de toneladas. O Brasil € o nono produtor
mundial desse cereal e as projecOes de produgdo e consumo, avaliadas pela Assessoria de
Gestdo Estratégica do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, preveem a
colheita de 14,12 milhdes de toneladas de arroz na safra 2019/2020 (CONAB, 2018).

O principal residuo gerado durante a colheita do arroz é a palha, com uma producéo
de cerca de 1 a 1,5 quilograma por quilograma de arroz colhido (BINOD et al., 2010).
Considerando a projecéo nacional de arroz para a safra 2019/2020 (CONAB, 2018), o total
minimo de palha de arroz gerado podera alcancar cerca de 14 milhdes de toneladas.

A palha de arroz é classificada como um material lignocelulésico e é composta
principalmente por celulose, hemicelulose e lignina (Figura 1) em proporc¢des dependentes
da origem do material e das condi¢cGes ambientais (LEE et al., 2007; BINOD et al., 2010).

A celulose é o principal componente da biomassa lignocelulésica, podendo ser
descrita como uma macromolécula linear, composta de unidades de anidroglicopiranoses
ligadas por ligacdes glicosidicas PB-(1—4), como mostrado na Figura 2 A. . Esse
polissacarideo apresenta um grau de polimerizacdo de até 25.000 residuos de glicose,
sendo um dos polimeros mais longos até entdo conhecidos. A ligagcdo covalente entre as
unidades de glicose resulta em uma cadeia rigida e compacta, com uma grande forca de
tensdo. Além do mais, 0s grupos hidroxilicos estabilizam a estrutura molecular pelas
ligagOes de hidrogénio intra e intermoleculares, Figura 2 B, dificultando sua degradacéo
(FENGEL; WEGENER, 1989). Na palha de arroz o conteudo da celulose pode variar de 32
a47% (BINOD et al., 2010).

A celulose esta presente nos vegetais na forma de fibrilas elementares que se unem
formando unidades maiores chamadas de microfibrilas. As microfibrilas se agrupam dando
origem as fibras de celulose, que se estruturam em uma rede cristalina, onde apenas as
cadeias de celulose, presentes na superficie da microfibrila, ficam acessiveis ao ataque por
enzimas, produzidas por Micro-organismos de degradacdo da biomassa vegetal. Alias, as

cadeias de celulose podem se dispor de maneira irregular, resultando em regibes amorfas
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de mais facil acesso a degradacdo enzimatica (FENGEL; WEGENER, 1989; SUN et al.,

2015).

Figura 1 - Estrutura do material lignocelulésicos
OH OH OH
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Fonte: Alterado de Rubin (2008).
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Figura 2 - Cadeia de glicose formando unidades de celulose através de ligacao glicosidica (1—4)
(A) e ligacdo de hidrogénio (pontilhado) inter e intramolecular presentes na celulose

(B).
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Fonte: Fengel e Weneger (1989).



26

A hemicelulose é o segundo maior componente da biomassa lignoceluldsica. Esse
componente esta associado as microfibrilas de celulose, principalmente por ligacdes de
hidrogénio, conferindo estabilidade, aléem de formar ligacdes covalentes com a lignina
(PAULY et al., 2013). A hemicelulose é um heteropolissacarideo constituido por unidades
de aglcares com grau de polimerizagdo inferior a 200 e com cadeias poliméricas
extremamente ramificadas, formando regiGes amorfas que conferem & estrutura maior
solubilidade e, consequentemente, maior susceptibilidade a hidrélise. Diferentes unidades
de acUcares podem constituir a cadeia principal da hemicelulose e de acordo com o tipo de
acucar podem ser classificadas como: mananas, Xiloglucanas e xilanas (FENGEL,;
WEGENER, 1989; PAULY et.al., 2013). Dentre esses grupos, a Xxilana é a principal
poliose, com o esqueleto principal formado por unidades de D-xilopiranose, unidas por
ligacdo do tipo B-(1-4). Esse grupo é subdividido em glucuronoxilanas, arabinoxilanas,
arabino-glucuronoxilanas (GIRIO et al., 2010).

A hemicelulose do tipo arabinoxilana (Figura 3) possui o esqueleto principal
constituido por xilose, com residuos de arabinose ligados lateralmente e residuos de grupos
acetil, que se apresentam como grupos pendentes, além da presenca de A&cidos
hidroxicinamicos, tais como os 4cidos fertlico e p-cumarico (EBRINGEROVA; HEINZE,
2000; PENG et al., 2012). A hemicelulose na palha de arroz pode variar de 19 a 27% e é
representada majoritariamente pela arabinoxilana (BINOD et al., 2010; GIRIO et al.,
2010).

Figura 3 - Estrutura parcial da molécula de arabinoxilana.

0 OH 0
HD/—\H’L-’”“&D;-“E-.__J" \ HO7 H,_,’j.r7_‘=ao.-~“”_“““-q.___,ﬂ-’”#
O~ *""“-"'o.(} D-M —O— *“"‘-"‘-D ?M —O—
0 o] o | OH
-~ o ~
rc. / ‘\\J OH
HOH,C N ~
N o HOH,C

H |
OH HOH, OH
OH
Fonte: Adaptado de Chavez, Bull e Eyzaguirre (2006) e de Ebringerova (2006).

A lignina constitui uma por¢do ndo polissacaridica da biomassa vegetal, formando
uma rede complexa de estruturas aromaticas, de carater hidrofobico. A macromolécula é
formada a partir da polimerizacdo radicalar de diferentes unidades de fenil-propano
(fendlicos), alcool p-cumarilico, alcool coniferilico e alcool sinapilico (Figura 4),

formando uma rede complexa de estruturas aromaticas, de carater hidrofébico. A lignina
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esta fortemente associada a hemicelulose e a celulose, atuando como um cimento de juncéo
entre as fibras, conferindo rigidez aos materiais lignoceluldsicos e reduzindo a capacidade
de absorcdo de agua e,consequentemente, dificultando o acesso das enzimas ao material
lignocelulésico (FENGEL; WEGENER, 1989). O teor de lignina na palha de arroz pode
variar de 5 a 24% (BINOD, 2010).

Figura 4 - Principais mondmeros que consistem a molécula de lignina (a) alcool trans-p-cumaril,
(b) &lcool coniferil e (c) alcool trans-sinapil.

a oH b OH C OH

F # A

OCH3  HyCO CHy

H CH

Fonte: Adaptado de Fengel e Wegener (1989).

Além dos principais componentes macromoleculares, a palha de arroz ainda
apresenta alto contetdo de cinzas (10-20%), sendo o diéxido de silicio (SiO;) o maior
composto, representando até 75% (BINOD et al., 2010). De acordo com Bin e Hongzhang
(2010), o elevado teor de cinzas é também um fator que dificulta o processo de degradacao
da biomassa.

Considerando a grande quantidade de palha de arroz gerada durante a colheita, esse
residuo pode ser aplicado em diversos setores, e a escolha de sua aplicacdo depende da
localizagéo do plantio e do retorno econémico. Na Tabela 1, estdo algumas das aplicagdes
da palha de arroz.

Nas Gltimas décadas, devido a necessidade mundial da busca de fontes de carbono
renovaveis, muita atencdo tem sido direcionada para o desenvolvimento de processos
relacionados ao eficiente fracionamento da biomassa lignocelulésica, com vistas a
utilizacdo de todos os seus componentes (celulose, hemicelulose e lignina) atendendo,
assim, a demanda de uma biorrefinaria. Dentre os diferentes produtos de interesse, destaca-
se 0 etanol que pode ser obtido por rotas biotecnoldgicas a partir das fragcdes acucaradas
desses materiais (celulose e hemicelulose). Logo, a palha de arroz € uma importante
materia-prima para a producédo de etanol, com grande potencial para o uso em plataformas
de biorrefinarias (KIM; DALE, 2004; MORAES et al., 2014).
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Tabela 1 - Principais aplica¢fes da palha de arroz

Setor Aplicacao Referéncia
Construgéo Producéo de chapas aglomeradas Zhang, Hu 2014
. Adubo para plantas Dossou-Yovo et al., 2016
Agropecuaria ) N ]
Alimentacdo animal Kang et al., 2015
Producéo de carvéo Chou et al., 2009
' _ Producdo do biogas Lianhua et al., 2010
Bioenergia
Producéo de etanol Mussatto et al., 2010
Producéo de hidrogénio Chengetal., 2011

Fonte: Arquivo Pessoal

No entanto, a estrutura e a composicdo da palha de arroz, assim como outros tipos de
biomassa vegetal, dificultam a sua degradagdo quimica ou enzimatica, limitando as
possibilidades de conversdo de seus polissacarideos em monémeros fermentesciveis, sendo
esse um dos principais obstaculos para o aproveitamento integral dos polissacarideos dessa
biomassa. Uma alternativa a essa limitacdo é o estabelecimento de métodos de pré-
tratamentos que promovam a desconstrucdo da estrutura lignocelulésica de forma eficiente
e com menor impacto ambiental, quando diferentes métodos fisicos, bioldgicos, quimicos e

térmicos podem ser empregados, separadamente ou combinados (BINOD et al., 2010).

2.2 Métodos de Pré-tratamento da Biomassa

A etapa de pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica visa primeiramente a
desestruturacdo das fibras macromoleculares do material, sendo uma fase importante a ser
realizada antes da solubilizacdo dos acUcares fermentesciveis. O rearranjo dos
componentes da estrutura do material lignocelul6sico estd mostrado na Figura 5. De
acordo com a literatura (BINOD et al., 2010; MENON; RAOQ, 2012; SUN et al., 2015), um
pré-tratamento eficaz tem como objetivo modificar a estrutura tridimensional da biomassa,
possibilitando assim maiores rendimentos de recuperacdo de acucares. Ademais, é

necessario avaliar as condi¢cdes desses tratamentos para minimizar a formagdo e ou
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liberacdo de subprodutos toxicos aos processos subsequentes, geralmente hidrolise

enzimaética e/ou fermentac&o.

Figura 5 — Esquema do pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica.
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Fonte: Adaptado de Mood et al. (2013).

O estudo e o desenvolvimento tecnolégico de processos de pré-tratamento da
biomassa lignocelulésica sdo grandes desafios, uma vez que ha influéncia sobre a
sustentabilidade técnica, econdbmica e ambiental da producéo de etanol celuldsico. Vérios

s

estudos demonstraram que o pré-tratamento € relativamente oneroso, principalmente
qguando comparado aos outros processos envolvidos na producdo de etanol, representando
cerca de 20% do custo total (YANG; WYMAN, 2008). Deve-se buscar 0 menor consumo
de energia, a reducdo do custo de material para a construcao de reatores, a diminuicdo da
geracdo de residuos, a utilizacdo de produtos quimicos de menor custo ou, ainda, sem a
adicdo de produtos quimicos para escolha do pré-tratamento (MOSIER et al., 2005).
Embora o pré-tratamento apresente um custo adicional, a consequéncia de hidrolisar o
material lignoceluldsico sem pré-tratamento é muito menos favoravel, possibilitando, em
geral, que apenas cerca de 20% da biomassa nativa seja hidrolisada (MOSIERet al., 2005).

Desse modo, o tipo de matéria-prima utilizada, a concentracdo de catalisadores, a
temperatura, o tempo e a relagéo solido:liquido tem uma influéncia direta na eficiéncia do
pré-tratamento (SUN; CHENG, 2002). Alguns dos parametros usados para avaliar este
processo sdo o rendimento de acgucares recuperados e a formagdo de subprodutos por

solubilizacdo de componentes estruturais e/ou degradagédo de agucares e lignina.
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Como cada processo de pre-tratamento exerce diferentes efeitos na biomassa, a

Tabela 2 apresenta de forma sumarizada as caracteristicas de alguns pré-tratamentos,

empregando a palha de arroz como substrato.

Tabela 2 - Principais pré-tratamento.

Pré- Condicoes/
] Vantagens Desvantagens
tratamento Catalisador
Solubilizacdo da hemicelulose
T(°C): 195 - 220 ) . i o
Auto . Residuo solido rico mais Pouca solubilizagdo de
) ) t (min): 0,5 - 20 i . . ]
hidrolise! ) susceptivel a hidrolise mondmeros de xilose
C: Agua o
enzimatica.
Exploséo a Decomposicéo da hemiceluloses | Decomposigéo parcial da
) T(°C): 165 - 180 o ]
vapor . e lignina hemicelulose
o t (min): 2 - 20 i . . .
(répida c A Residuo sélido mais susceptivel Formagdo de
: Agua
descompressdo) : a hidrolise enzimatica. subprodutos
T(°C): 55 Solubilizagéo de parte da
t (h):3 hemicelulose Perda de hemicelulose
Alcalino®* C: NaOH, KOH, Deslignificacio da palha, Formagcéo de
Ca(OH); Residuo solido mais susceptivel subprodutos
<4% m/m a hidrolise enzimatica.
T(°C): 121
t (min):10 - 30
C: HxSO, Consumo de baixa [acido] i
Pouca remocéo de
1,0 -1,6% m/v
) T lignina
P(bar): 15 - 35 Hemicelulose ¢ hidrolisada
Acido diluido t (min): 3- 10 )
567 ] . Formacéo de
i C: H,SO, Residuo solido com altos teores
) ] subprodutos
0,2 -2,5% m/m de celulose e mais susceptivel a
T(°C): 121 hidrolise enzimatica, diminuindo 3
) Corroséo
t (min):30 - 90 custo com enzimas.
C: H2804

0,5-1,5% m/v

T = Temperatura; t = tempo; C = catalisador; P = pressdo. 1 = Morn et al. (2015); 2 = Chen et al.
(2011); 3 = Cheng et al. (2011); 4 = Lee et al. (2015); 5 = Roberto; Mussatto; Rodrigues (2013);6
= Taherzadeh e Karimi, 2006;7 = Castro et al. (2017).
Fonte: Arquivo Pessoal.
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2.2.1 Solubilizag&o da Hemicelulose

Um dos métodos mais empregados para solubilizara hemicelulose é o pré-tratamento
com 4&cido diluido, o qual é capaz de promover elevados rendimentos na solubilizacéo de
mondmeros de xilose. Essa técnica se baseia na adi¢do de acido mineral, tais como acido
sulfurico, cloridrico e fosférico, em diferentes condicbes de temperatura, pH, razdo
solido:liquido e tempo (TAHERZADEH; KARIMI, 2015). Inicialmente, na hidrolise
acida, o proton do &cido interage com o oxigénio glicosidico que liga as duas unidades de
acucar, formando um &cido conjugado. Em seguida, ocorre uma lenta quebra da ligacdo C-
O e a formacdo de um intermediario ciclico, um carbocéation, que inicia a adicdo da
molécula de agua, produzindo um composto estavel e liberando o préton. A hidrdlise das
ligagBes glicosidicas ocorre principalmente entre os aglcares que compdem a hemicelulose
(FENGEL; WEGENER, 1989).

A eficiéncia do rendimento de hidrélise vai depender da concentracdo do acido, da
temperatura, do tempo e da relacdo soélido:liquido utilizadas no pré-tratamento acido que
variam de acordo com o material a ser utilizado (MUSSATTO; ROBERTO, 2005;
GALBE; ZACCHlI, 2007).

Mussatto e Roberto (2005) otimizaram a hidrélise da fracdo hemiceluldsica no pré-
tratamento acido do bagaco de malte, variando relacdo solido:liquido (1:8 a 1:12),
concentracdo de acido (100 a 140 mg/g) e tempo de reacdo (17 a 37 min) a 120 °C. Em
todos os experimentos avaliados, 0os autores notaram mais de 85% de solubilizagcdo da
hemicelulose. A maior liberacdo da fracdo hemicelulésica foi de 96,5% obtida no ensaio
mais severo, com relacdo solido:liquido de 1:12 g/g, concentracdo de acido de 140mg
H,SO, por grama de matéria seca e tempo de reacdo de 37 minutos, sendo liberado 94,2%
de xilana e 100% de arabinana. A menor solubilizacdo de hemicelulose foi de 88,7% nas
condicdes de 1:10 relacdo solido:liquido, concentracdo de H,SO, de 120 mg/g e 27
minutos de reacao.

Canilha et al. (2011), otimizaram a hidrdlise &cida do bagaco de cana de acucar,
variando temperatura (112,5 a 157,5 °C), tempo de residéncia (5 a 35 min) e concentracdo
de &cido sulfdrico (0 a 3%). Os autores notaram uma grande variacdo nas diferentes
condicBes avaliadas. A maior solubilizagdo da fragdo hemicelulésica foi de 54,6% na
temperatura de 135 °C, em 20 min e 3% de &cido. Enquanto a menor foi de 0,9% nas

condigdes de 135°C, em 20 min sem adi¢do de acido, confirmando a importéancia da adi¢céo
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de um catalisador &cido durante o pré-tratamento de materiais lignoceluldsicos para
melhorar a remogé&o de hemicelulose a temperaturas moderadas.

Roberto et al. (2003), avaliando o efeito da concentracdo de &cido sulfdrico e do
tempo de reacdo sobre a hidrdlise da palha de arroz a 121°C, verificaram que as maiores
concentragdes de xilose (20,5 g/L) e glicose (6,3 g/L) foram obtidas com 1,6% H,SO,4 apds
30 minutos de reacdo, recuperando 77% da hemicelulose, com uma pequena producdo de
subprodutos.

Lee, Zheng e VanderGheynst (2015) estudaram o efeito do pré-tratamento com &cido
diluido na palha de arroz, variando concentracao de acido sulfarico (0 a 1%) e temperatura
(120 a 160 °C). Os autores observaram uma grande variagdo no rendimento de xilose e
arabinose nas condicdes avaliadas. O maior rendimento de hidrolise da xilose foi de 98%,
obtido no ensaio mais severo (1% de H,SO4 a 160°C). Nenhuma solubilizacédo de agucares
foi observada sem adicéo de H,SO,, tanto a 120 quanto a 160°C, mostrando a necessidade
do uso de &cido para solubilizacéo da xilose nessa faixa de temperatura e presséo.

A hidrélise com &cido diluido, normalmente, ndo € um processo seletivo, ou seja, 0
processo produz uma mistura de varios compostos, incluindo agucares, grupos pendentes
de acetil, presentes na estrutura da hemicelulose. Alias, dependendo da severidade do
tratamento, pode haver a degradacdo dos agucares com formacdo de furanos, tais como,
furfural e hidroximetil furfural (HMF), a partir de pentoses e hexoses respectivamente, e
parte da lignina formando compostos fendlicos (FENGEL; WEGENER, 1989). Tais
compostos (Figura 6) podem apresentar efeito inibitdrio sobre o metabolismo fermentativo
de micro-organismos, que serdo discutidos a seguir.

O efeito desses compostos varia em fungdo das caracteristicas quimicas de cada um e
da espécie microbianas. Em relacdo aos furanos, estes podem causar danos a membrana
citoplasmatica, afetar sitios hidrofébicos no interior da célula e aumentar a fase lag de
crescimento microbiano, retardando a producéo de etanol e diminuindo a produtividade
(LIU et al., 2004; MILLS; SANDOVAL; GILL, 2009).

Os compostos fendlicos, por serem moléculas de carater hidrofébico, podem se
acumular na membrana citoplasmatica e promover um aumento na fluidez desta, o que,
consequentemente, facilita a entrada de protons para o citoplasma, diminuindo a
seletividade da membrana (PALMQVIST;HAHN-HAGERDAL, 2000; MILLS;
SANDOVAL; GILL, 2009).

Além dos furanos e fendlicos, o &cido acético tem sido apontado como um dos

principais compostos toxicos para diversos micro-organismos (BELLIDO et al., 2011). O
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efeito inibitorio do acido acético depende do tipo de micro-organismo utilizado, pH e
composicdo nutricional do meio (MILLS; SANDOVAL; GILL, 2009). Dentre esses o pH é
um fator determinante, visto que valores de pH abaixo do pK, do &cido acético (4,75),
fazem com que esse acido se apresente predominantemente em sua forma nao dissociada,
sendo capaz de penetrar na membrana celular. Uma vez em seu interior, 0 &cido diminui o
potencial da membrana da célula e promove uma queda no pH citoplasmatico, podendo
causar aumento na pressdao de turgor (LAWFORD;ROUSSEAU, 1993; OLSSON;
HAHNHAGERDAL, 1996; MILLS; SANDOVAL; GILL, 2009).

Figura 6 - Principais compostos formados a partir da degradacdo das fracdes aglUcaadas e da

lignina.
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Fonte: Adaptado de Rasmussen, Sgrensen e Meyer (2013).

Além da complexa composicdo do hidrolisado hemicelulosico, em termos de
acucares e componentes toxicos para as células, esse licor tem um carater muito acido
devido ao préprio processo (pH<2), portanto sua utilizagdo como meio fermentativo requer
um ajuste de pH que pode ser realizado pela adi¢ao de diferentes tipos de base, incluindo o
hidroxido de calcio (ARSLAN; EKEN-SARACOGLU,2010), hidroxido de amonio
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(ALRIKSSON et al., 2005), hidroxido de potéssio (SONG et al., 2015) e hidroxido de
sodio (SILVA; MUSSATTO; ROBERTO0,2010).

O uso de Ca(OH), e CaO faz com que ocorra uma reducdo no volume, devido a
formacdo de corpo de fundo e do sulfato de calcio, diminuindo a concentracdo de
subprodutos e reduzindo a concentracdo de cétions de sulfato sollveis no hidrolisado
(MATEOQ et al., 2013; SHIN et al., 2015). No entanto, além de precipitar subprodutos,
ocorre 0 arraste de agucares, reduzindo a quantidade de aclcar disponivel para fermentacao
(SHIN et al., 2015).

Uma das bases mais utilizadas para ajuste de pH é o hidréxido de s6dio (NaOH), que
forma sais sollveis de sulfato de sédio (Na;SO,). Os sais soluveis formados durante a
neutralizacdo podem interferir na ionizacdo do meio, na quantidade de solutos disponiveis
e podem influenciar a etapa de fermentacdo, diminuindo a producéo de etanol, o consumo
de xilose e o crescimento celular (AGBOGBO;WENGER, 2006).

Diversos métodos de destoxificacdo do licor hemicelulésico vém sendo propostos
para reduzir a concentracdo dos subprodutos, possibilitando seu uso em processos
fermentativos de forma eficiente, minimizando o efeito inibitério desses compostos,
através da remocédo ou conversdo dos mesmos. Esses tratamentos tém sido separados em
categorias: fisico, quimico e/ou biol6gico. Um dos métodos mais utilizados é a adsor¢édo de
furanos e fenolicos utilizando carvao ativo; porém, pode também remover elevados teores
de acUcares do meio (até 30%) (LEE et al., 2011; MUSSATTO; SANTOS; ROBERTO,
2004). Villarreal et al. (2006), destoxificando o hidrolisado hemicelulésico de eucalipto
com carvao ativo, verificaram uma reducéo superior a 80% na concentracdo de compostos
fendlicos e furanos, e um decréscimo de aproximadamente 25% na concentracdo de glicose
do hidrolisado.

Além desse procedimento, a alteracdo de pH também reduz a toxicidade dos
hidrolisados precipitando ions metélicos, decompondo furanos instaveis quimicamente,
contudo esse processo deve ser combinado a métodos fisicos, pois individualmente nao
apresentam resultados satisfatérios (MATEO et al., 2013; CHENG et al., 2007). Mateo
(2013), estudando a destoxificacdo de poda de oliveira usando diferentes bases,
observaram que, ao empregar CaO para elevar o pH até 10,0s niveis de &cido acético,
furanos e compostos fenolicos foram reduzidos em 32, 56 e 62%, respectivamente. Além
disso, foi constatada uma perda de aproximadamente 30% dos agucares e de 20% do
volume de hidrolisado nessas mesmas condic¢des. A perda de volume de hidrolisado foi

associada a precipitacdo dos sais de calcio.
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Os métodos bioldgicos de destoxificagdo usam micro-organismos ou enzimas para
promover modifica¢des na estrutura quimica dos compostos subprodutos, convertendo em
substancias de menor toxicidade (FONSECA et al., 2013; MORENO et al., 2013). Fonseca
et al.(2013) estudando a destoxificacdo do hidrolisado hemiceluldsico de palha de arroz
utilizando S. cerevisiae, observaram uma reducdo de 50% dos furanos, com consumo de
glicose, sem perda de xilose.

O tipo de destoxificacdo deve ser escolhido pelo tipo e/ou concentracdo de
subprodutos obtidos. A formacdo de subprodutos nos hidrolisados acidos depende da
severidade do tratamento. No entanto, mesmo com uma baixa severidade, objetivando bons
rendimentos de hidrdlise da hemicelulose, o &cido acético sera solubilizado no hidrolisado
hemiceluldsico formado (PARK et al., 2015).

Além dos métodos de destoxificacdo, uma forma de evitar com que esse acido seja
liberado no hidrolisado, é promover uma etapa de desacetilagdo antecedendo ao pré-
tratamento (CHEN et al., 2011,CHEN et al., 20123, CASTRO et al., 2017).

Chen et al. (2012), estudando o efeito da desacetilacdo sobre a modificacdo da
biomassa e a recuperacdo da fracdo de hemicelulose em diferentes palhas de milho,
antecedendo a explosdo a vapor (8 mg H,SO, por g de biomassa, a 150 °C), constataram
que a solubilizacdo de acetato e lignina foi dependente da espécie vegetal empregada.
Segundo os autores, o tratamento alcalino da palha de milho 33A14 permitiu a
solubilizacdo de 55% do grupamento acetil, enquanto que para a variedade INL esse valor
foi aumentado para 67,7%. Em relacdo a lignina, os resultados demonstraram que na
variedade 33A14, o tratamento alcalino removeu 13,8% da lignina inicial do material,
enquanto que na variedade 34M95, apenas 2% da lignina foi solubilizada. Os autores
também constataram, para todas as variedades de palha avaliadas, que o rendimento de
xilose, apds a explosdo a vapor na palha de arroz tratada com alcali, foi aumentado
em10%, quando comparados ao obtido quando a palha foi submetida apenas a hidrélise
acida, ou seja, sem passar pela desacetilacéo.

Castro et al. (2017) empregando palha de arroz, investigou os efeitos da
desacetilagdo no processamento da biomassa até o etanol. Os autores variaram a
temperatura (50 a 70 °C) e carga de NaOH (20 a 80 mg de NaOH/g de biomassa). Ao
utilizar 70 °C durante 45 minutos e 80 mg de NaOH/g de biomassa, o tratamento alcalino
da palha de arroz, além da remocéo efetiva de grupos acetil (87%), retira parcialmente a
fracdo de lignina e cinzas (34 e 60%), com baixa remog¢éo de polissacarideos (< 20%).

Dessa forma, melhora a qualidade do hidrolisado hemiceluldsico, ndo liberando &cido
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acético e diminuindo a concentracdo de produtos de degradacdo, em média 50% quando
comparada ao hidrolisado hemicelulésico, obtido a apenas apds hidrdlise acida, e,
consequentemente, aumentando a produtividade do processo fermentativo (de 0,06 para

0,300 g/L.h) na fermentacdo de etanol por S stipitis.

2.3 Hidrolise da celulose

A utilizacdo da fracdo celuldsica da biomassa em processos fermentativos requer
liberagdo dos aglcares monomericos que pode ser feita através de hidrdlise acida ou
enzimatica. A hidrolise acida € um processo mais drastico que requer quantidades elevadas
de acido para solubilizacdo da celulose. Embora seja bastante empregado, a natureza
corrosiva e 0 uso de grandes quantidades de &cido fazem com que seja necessario o uso de
ligas especiais na construcdo de reatores e a recuperagdo eficiente do acido, uma etapa
onerosa, que demanda alto gasto energético, acarretando um custo consideravel
(TAHERZADEH; KARIMI 2015). A hidrdlise enzimatica tem sido considerada uma
estratégia mais atrativa para alcancar elevados rendimentos de sacarificacdo, pois ao
contrario da hidrolise acida, o uso de enzimas celuloliticas ocasiona uma conversdo
seletiva da celulose em glicose, o que é uma vantagem, pois previne a geracdo de
subprodutos através da degradacdo do acgucar. Além disso, a hidrélise enzimatica causa
menos danos ambientais, diminuindo a severidade da hidrélise, com temperaturas e pHs
mais amenos (BALAT, 2011).

Para gque a hidrolise enzimatica ocorra de forma eficiente, é necessario um grupo de
enzimas, que atuam de forma cooperativa (COUGHLAN; LJUNGDAHL, 1988). As
principais enzimas desse grupo sdo enzimas hidroliticas, que clivam as ligacdes
glicosidicas f-1—4 adicionando uma molécula de agua. Endoglucanases (EG) hidrolisam
ligacGes glicosidicas intramoleculares, agindo em regi6es amorfas da celulose, expondo
novos terminais livres que serdo locais de atuacdo das exoglucanases. Exoglucanases ou
celobiohidrolases (CBH) hidrolisam processivamente ligacdes glicosidicas das pontas de
cadeia de celulose, produzindo celobiose como principal produto. Esse grupo de celulases
pode ser divido em dois tipos, CBH | que atuam sobre terminais redutores, e CBH Il que
hidrolisam terminais ndo redutores da celulose. B-glicosidases (BGL) clivam a molécula de
celobiose e pequenos oligossacarideos em monodmeros de glicose. Outras enzimas de

grande atuacdo na degradacdo da celulose, através de mecanismos oxidativos, sdo as
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celobiose desidrogenases (CDH) que atuam sobre celobiose e celo-oligossacarideos,
oxidando o terminal redutor e as mono-oxigenases liticas de polissacarideos dependentes
de cobre (LPMOs) que atuam na superficie do cristal de celulose, clivando as ligacbes
glicosidicas. O modelo de acdo dessas enzimas esté ilustrado na Figura 7, mostrando a
acdo sinérgica das enzimas na degradacao da cadeia de celulose.

As enzimas podem ser produzidas por diversos micro-organismos, como bactérias e
fungos, podendo ser tanto aerobicos quanto anaerobicos, mesofilicos ou termofilicos.
Estirpes mutantes de Trichoderma sp. sdo considerados os melhores organismos
produtores de celulases. No entanto, espécies do género Trichoderma produzem pequenas
quantidades de B-glicosidases, sendo seu extrato comercial usualmente suplementado com
B-glicosidases de outros micro-organismos para uso em experimentos de hidrdlise
enzimatica, evitando assim o acumulo de celobiose e diminuindo a inibicdo por
retroalimentacdo (BALAT et al., 2011).

Figura 7 - Esquema de degradacgéo da celulose por fungos, celobiohidrolase (CBH); endoglucanase
(EG), B-glicosidase (BGL); celobiohidrolases (CDH); mono-oxigenases liticas de
polissacarideos (LPMO).
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Fonte: Adaptado de Horn et al. (2012).

A hidrolise enzimatica pode ser dividida em trés fases, em funcdo da atuacdo das
enzimas, como mostrado na Figura 8. A primeira fase acontece com a rapida adsor¢ao das
celulases na fragdo mais acessivel de celulose, apresentando alta velocidade inicial e alta
taxa de conversdo de celulose. Em uma fase intermediaria, observa-se uma taxa de
conversdo moderada do substrato com valores situando-se entre 50 a 70%. Na ultima fase,
a velocidade de conversdo é ainda mais reduzida devido a maior recalcitrancia da celulose
residual (ARANTES;SADDLER, 2011).
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De acordo com Arantes e Saddler (2011), a hidrolise enzimatica é um fenémeno de
superficie, ocorrendo através de um contato fisico direto da enzima ao substrato, ou seja, a
enzima deve adsorver na celulose. Usualmente, essa etapa ocorre em condi¢6es brandas de
pH (4,8) e temperatura (45 a 50 °C) (CASTRO; ROBERTO, 2014).

Além das condicBes reacionais de temperatura e pH, carga de enzima, e razdo
solido:liquido, a composicdo da biomassa e sua elevada recalcitrancia interferem
diretamente na solubilizacdo de glicose (BALAT, 2011). A recalcitrancia ndo é devido
apenas a estrutura da celulose, mas também devido a associacdo com o0s demais

componentes da biomassa.

Figura 8 - As trés fases da hidrdlise enzimatica da celulose.
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Fonte: Adaptado de Arantes e Saddler (2011).

De acordo com Yu et al. (2011), o teor, a distribuigéo e a estrutura da lignina tem um
impacto significativo sobre a hidrélise enzimatica. Os autores observaram como a reducéo
do teor de lignina a 15% na madeira (obtidos apds diferentes tratamentos) ocasionou um
aumento no rendimento da hidrolise enzimatica de celulose, quando comparado com
material ndo tratado. Essa remocdo também contribuiu para reducdo dos produtos
derivados da lignina que s@o considerados capazes de inibir a atividade das celulases
(PANAGIOTOU; OLSSON 2007). Além do mais, a lignina atua como uma barreira fisica
protegendo a celulose contra degradacéo, limitando assim sua hidrolise (JORGENSEN et
al., 2007). A remocdo dessa fracdo melhora a digestibilidade da biomassa frente ao
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processo de hidrdlise enzimética, uma vez que o teor de lignina estd relacionado a
acessibilidade da celulose (SIQUEIRA et al., 2017).

Mussatto et al. (2008), avaliando a influéncia de lignina e hemicelulose na hidrolise
enzimatica de bagaco de malte, concluiram que quanto menor a porcdo de hemicelulose e
lignina do bagaco de malte, melhor a hidrdlise enzimatica da celulose. No entanto, 0s
autores observaram que ndo é necessaria a completa remogdo dessas fracbes para uma
melhor solubilizacdo da fracdo celuldsica em glicose, tendo sido obtido um valor de 74,8%
de eficiéncia de hidrdlise de celulose com uma remocédo de hemicelulose e de lignina. A
remocdo dessas duas fracBes ocasiona aumento da porosidade e a area superficial do
material, favorecendo assim a a¢do enzimatica.

A hidrélise com &cido diluido, a qual principalmente solubiliza a hemicelulose, € um
método capaz de diminuir a recalcitrancia da celulose, tornando esse polissacarideo mais
acessivel a degradacdo enzimatica. Diversos autores tém investigado o efeito do pré-
tratamento com H,SO, diluido sobre a solubilizacdo da hemicelulose, assim como a
liberacdo de mondémeros de glicose da celulose, a partir da hidrélise enzimatica (SUN et
al., 2015). Hernandez et al.(2013) avaliaram o efeito de variaces das condi¢bes de tempo
(10 -30 min) e temperatura (130 — 190°C) de hidrolise &cida do substrato de poda de acéacia
sobre solubilizacdo enzimatica da celulose. Nesse estudo foi verificada uma conversdo
maxima de glucana de 84,3% quando a hidrolise &cida foi realizada a 160 °C por 30 min.
Empregando a palha de arroz, Hsu et al. (2010) estudaram a hidrolise com H,SO, diluido
sob diferentes concentracdes de acido (0,5 a 1 % m/v), temperatura (160 a 190 °C) e tempo
de reacdo (1 a 25 minutos). Os autores observaram que a maior liberagdo de glicose da
celulose (85%) foi obtida no substrato submetido ao tratamento mais severo (1% de &cido,
190 °C e 25 min), tendo-se demonstrado que a medida que ocorre um incremento na
severidade da hidrolise &cida aumenta a eficiéncia de hidrolise enzimatica.

Os beneficios da combinacdo de pré-tratamentos na hidrélise enzimatica da celulose
também tém sido muito estudados (CHEN et al., 2012b; SUN et al., 2015, CASTRO et al.,
2017). Alguns trabalhos demonstram que a utilizacdo de etapa de desacetilacdo antes da
hidrolise acida promove melhorias nos rendimentos de hidrolise enzimética. Castro et al.
(2017) estudaram o rendimento da hidrolise enzimatica ap0s o tratamento sequencial
(tratamento alcali e &cido) de palha de arroz. Nesse estudo foi observado um aumento de
67% na glicose liberada, o que correspondeu a um aumento de 22% no rendimento de
hidrélise enzimatica em relacdo ao valor obtido quando a palha de arroz foi submetida,

apenas ao tratamento &cido. Comportamento semelhante foi observado por Chen et al.
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(2012b) empregando essa mesma sequéncia de tratamentos (desacetilacdo e hidrolise
acida) na palha de milho. Os autores observaram que o tratamento sequencial aumentou em
15% o rendimento de conversdo de celulose em glicose, quando comparado com o

tratamento apenas de hidrdlise acida.

2.3.1 Alto teor de sélidos na hidrolise enzimética

Um parametro importante no processo de hidrolise enzimatica € a possibilidade de
trabalhar com alto teor de solidos, o que viabilizaria a obtencdo de uma solucdo com alta
concentracdo de acucar (KRISTENSEN; FELBY; JORGENSEN, 2009). A implementagdo
de um processo de sacarificacdo com alto teor de sélidos € motivada pelo potencial de
obter vantagens econémicas significativas quando comparado a um processo convencional
de baixo teor de sélidos, com a decorréncia de menores custos: 1) capital devido a reducao
do volume; 2) operacional em consequéncia a0 menor gasto energético necessario para
aquecimento e resfriamento; processamento a jusante uma vez que apresenta maiores
concentracdes de produtos (MOHAGHEGHI et al,1992).

A alta concentracdo de substratos durante a conversdo enzimatica de celulose a
glicose é importante. No entanto, existem também desvantagens ao aumentar a
concentracdo de agUcares, uma vez que a glicose e a celobiose inibem significativamente
as enzimas: endoglucanases, celobiohidrolases e [-glicosidases, fazendo com que essas
enzimas ndo funcionem de forma otimizada (BEZERRA; DIAS, 2005; XIAO et al, 2004).
Os autores Kristensen, Felby e Jorgensen (2009) concluiram que uma maior concentracao
de soélidos faz com que aumente essa inibicdo, sendo esse fator significativo e
potencialmente determinante.

A quantidade de &gua em um ensaio de hidrélise com altos teores de solidos,
inicialmente, ndo é significativa, pois a dgua presente no meio reacional é absorvida pela
biomassa utilizada, restando pouca ou nenhuma &gua livre (HODGE et al., 2009). No
entanto, 4gua ndo é apenas um substrato e um pré-requisito para atividade das enzimas
hidroliticas, € também crucial para o mecanismo de transporte durante a hidrdlise,
possibilitando a transferéncia de massa no processo (FELBY et al., 2008).

A diminuicdo da agua durante a hidrélise enzimatica reduz o custo de
processamento, pois diminui a energia requerida para remocéo do liquido. No entanto, a

escassez de &gua no meio reacional altera as propriedades reoldgicas das suspensdes
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fibrosas, aumentando consideravelmente a viscosidade do meio e dificultando a
homogeneizacdo da biomassa hidrolisada (SCOTT; SAMANIUK; KLINGENBERG,
2011). Tal condicdo faz com que seja necessaria uma mistura adequada da reacdo para
garantir contato entre o substrato e as enzimas e para promover a transferéncia de calor e
massa dentro do reator. Entretanto, também foi evidenciado que a mistura excessiva pode
desativar as enzimas e reduzir o rendimento da conversao, devido ao aumento da producao
de bolhas no meio, o que ocasiona o0 aumento da interface liquido/ar (MUKATAKA et al,
1983).

Outra tentativa utilizada para contornar os problemas causados devido a alta
viscosidade é realizar a hidrolise enzimatica em modo alimentado, isto é, adicionando
gradualmente o substrato, mantendo a viscosidade a um nivel baixo (HODGE et al., 2009;
CHANDER et al., 2010; WANDERLEY et al.,2013).

Zhao et al (2013), utilizando o bagaco de cana-de-agucar pré-tratado com formilina
no estudo da hidrdlise enzimética com altos teores de solido (25% m/v), encontraram um
valor de rendimento de hidrélise enzimética de 80% na batelada alimentada, 14% maior do
que o valor encontrado na batelada simples. Gupta et al. (2012) também observaram um
aumento no rendimento de hidrolise enziméatica com 20% m/v de madeira de algaroba
previamente deslignificada ao empregar batelada alimentada (RHE = 64%) quando
comparada a batelada simples (RHE = 40%), o que correspondeu a um aumento de cerca
de 57%.

Yang et al. (2015) estudaram diversas estratégias de hidrélise enzimatica da palha de
milho pré-tratada com &cido diluido (0,8% m/v 158°C por 10 min) em elevados teores de
solido (18% m/v). Os autores observaram que fracionamento dos sélidos (adi¢do inicial de
60% seguido de 20% de sélidos ap6s 12 e 24 h) aumentou em 5% nos valores de RHE na
batelada alimentada (70%) em relacdo a batelada simples. Os autores também constataram
que o fracionamento da enzima durante o processo foi menos efetivo do que sua adi¢do
total no inicio da reacdo. O mesmo foi observado por Cardona et al. (2015), que
observaram que a adicdo inicial de toda enzima resultou em maiores rendimentos de
glicose e um processo mais eficiente em termos de energia, devido a liquefagdo mais

rapida e a suplementacgéo de sélidos mais rapidos na batelada alimentada.
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2.4 Fermentacao alcootlica — Aspectos Gerais

A fermentacdo alcoodlica € um processo metabélico associado a condi¢des anaerdbias
ou de hipoxia, onde ha liberacdo de energia na auséncia ou em baixas concentracfes de
oxigénio, respectivamente. Esse processo constitui um conjunto de reacOes catalisadas por
enzimas, na qual ocorre a oxirreducdo intramolecular, uma reagdo exotérmica, que pode
ser considerada como a oxidacdo anaerdbia parcial da glicose causada pela acdo de
leveduras, gerando como produto final etanol e gas carb6nico, com liberacdo de energia
quimica e térmica (NELSON; COX, 2011; VOET; VOET, 2013).

A fermentagdo tem inicio com a glicolise, comum tanto aos processos aerobios
quanto aos anaerobios, via central do catabolismo da glicose, onde essa molécula sera
oxidada, gerando duas moléculas de: piruvato, ATP, NADH e agua. As duas moléculas de
NADH produzidas devem ser oxidadas a NAD" de modo que a glicdlise possa continuar a
degradar outras moléculas de glicose (PELCZAR; CHAN; KRIEG, 1997; NELSON; COX,
2002).

Na fermentacdo alcoolica, o piruvato é descarboxilado em uma reacdo irreversivel,
pela acdo da piruvato descarboxilase, formando acetaldeido, que é posteriormente reduzido
a etanol pela alcool desidrogenase, com o poder redutor fornecido pelo NADH, que é
oxidado a NAD" (NELSON; COX, 2002). A quantidade de NADH ¢ limitada, sendo essa
molécula necesséria na sua forma oxidada (NAD™) como receptor de elétrons na glicélise e
em sua forma reduzida (NADH) para a continuacdo do processo de producdo de energia. A
fermentacdo alcodlica é uma alternativa de recuperacdo deste cofator, quando ha baixas
concentragdes de oxigénio (NELSON; COX, 2002).

O rendimento tedrico em etanol a partir de glicose ou xilose é de 0,511 g/g,
considerando que todo substrato é convertido em produto. Entretanto, na pratica, esse valor
ndo € comumente observado, devido ao desvio de parte de fonte de carbono na formacéo
de produtos secundarios, como glicerol, e na sintese de material celular para manutencao
da levedura.

Em relacdo a bioconversdo de xilose a etanol, sdo necessarios sistemas enzimaticos
especificos. Na Figura 9, estdo representadas as vias responsaveis pela entrada da xilose
no metabolismo fermentativo de micro-organismos.

A xilose é metabolizada pela via das pentoses. Os produtos dessa via sdo entdo
direcionados para a glicolise, através da entrada de frutose-6-fosfato e gliceraldeido-3-

fosfato até a producéo de etanol.
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Figura 9 - Vias para fermentacéo de xilose, (a) em bactérias, (b) em fungos e leveduras em geral e
(c) em Pichia stipitis.
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Fonte: Adaptado de Agbogbo e Coward-Kelly (2008).

2.4.1 Fermentacdo de pentoses

A principal pentose produzida a partir da hidrélise da xilana é a xilose. Entre as
leveduras naturalmente fermentadoras de pentoses, Scheffersomyces stipitis destaca devido
a capacidade de fermentar uma ampla variedade de acUcares, apresentando rendimentos e
produtividades de etanol bastante satisfatorios a partir de xilose (SILVA; MUSSATTO;
ROBERTO, 2010).

Assim como qualquer processo fermentativo, a producdo de etanol a partir de
pentoses pode ser influenciada por fatores como temperatura, pH, oxigenacao, composicao
do meio, presenca de subprodutos e concentracdo de indculo (SILVA; MUSSATTO;
ROBERTO, 2010). A definicdo de condicGes 6timas do processo € uma importante
maneira de se melhorar a eficiéncia da fermentagdo alcodlica, especialmente nos
hidrolisados de biomassa que apresentam uma composi¢cdo complexa em termos de
agucares e subprodutos.

Garcia (2012), empregando hidrolisado de bagago de malte, estudou o efeito da
suplementacédo nutricional, pH e nivel de inoculo sobre a producdo de etanol pela levedura

S. stipitis. Segundo os autores, a otimizacdo dessas variaveis melhoraram em 234% a
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producdo de etanol, em relacdo a fermentacdo do hidrolisado controle (10 g/L), mostrando
a importancia da otimizacao das condigdes de fermentacdo para cada hidrolisado.

Vaérios trabalhos tém relatado o efeito dos principais compostos baseados nos
hidrolisados hemiceluldsico que possuem potencial efeito inibitério para o metabolismo
fermentativo de S. stipitis. Dentre esses compostos, encontram-se &cidos acético,
compostos derivados da degradacdo de acucares (furanos), compostos fendlicos e sulfato
de sodio gerado na neutralizacdo de alguns hidrolisados.

Bellido et al. (2011), avaliaram o efeito do acido acético (0,5 g/L a 3,5 g/L) sobre a
producéo de etanol por S. stipitis usando como fonte de carbono 35g/L e 20 g/L de glicose
e xilose, respectivamente. Os autores observaram que o0 acido acético impactou
negativamente a fermentacdo, reduzindo em 20% a producdo de etanol em relacdo ao
controle (22,8 g/L), quando foi adicionado no meio 0,5 g/L de acido acético.Os autores
observaram ainda que o aumento gradativo da concentracdo inicial de acido acético
aumentou a toxicidade do meio, sendo observada uma inibicdo completa da producéo de
etanol com 3,5 g/L de 4cido acético.

Zeferino (2013), avaliando o impacto do acido acético (1,5 a 4,5 g/L) na producéo de
etanol pela levedura S. stipitis, usando como fonte de carbono 50 g/L e 8 g/L de glicose e
xilose, respectivamente, notou que a producdo de etanol sofreu impacto negativo com
adicdo de &cido acético. A presenca do inibidor no menor e no maior nivel testado levou a
uma producdo de etanol de 89,9% e 28,9%, respectivamente em relacdo ao controle (20,2
g/L), além de diminuir a produtividade volumétrica em etanol.

Com relacdo ao efeito dos furanos, Bellido et al.(2011)constataram que furfural (0,5
a 2,0 g/L) e HMF (0,1 e 0,5 g/L) néo influenciaram a producéo final de etanol dentro da
faixa avaliada. No entanto, o furfural, nas primeiras 24 horas de fermentacdo, retardou a
producdo de etanol.

Zeferino (2013) avaliou a influéncia de furanos e fendlicos na fermentagéo alcodlica
de S. stipitis, em meio contendo glicose e xilose, com 8 e 50 g/L, respectivamente. Para
avaliar o efeito do furfural, a autora adicionou ao meio de fermentacao esse composto nas
concentragdes iniciais de 12, 20, 43, 64 e 84 mg/L. De acordo com os resultados, o furfural
na menor concentragdo (12 mg/L) promoveu um aumento de 13% na producédo de etanol,
em relacdo ao controle (20,2 g¢g/L), enquanto, em concentracfes intermediarias desse
inibidor a maxima producdo de etanol ndo foi alterada. No maior nivel (84 mg/L) ocorreu
um decréscimo de 16% da producdo em relagdo ao controle. Quanto ao HMF, a autora

mostrou que a adicdo desse furano em concentragdes de até 424 mg/L tem pouca influéncia
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sobre a producdo total de etanol.Por outro lado, com adicdo de 553 mg/L de HMF a
producdo méxima de etanol aumentou em 18% em relacdo ao meio ausente desse
subproduto.

Em relacéo aos acidos fendlicos (feralico e p-cumarico), Zeferino (2013) notou que
estes 4cidos sdo nocivos ao metabolismo fermentativo da levedura apenas em altas
concentragOes acima de 290 mg/L reduzindo em mais de 25% a produgdo de etanol em
relacdo ao controle.

O efeito dos sais de sodio solubilizado no hidrolisado hemicelulésico, durante o ajuste de
pH do meio com NaOH foi avaliado sobre a fermentacéo de S. stipitis (AGBOGBO;
WENGER, 2006). Nesse estudo, os autores testaram a concentracdo de 17 g/L deste sal, e
observaram que nesta concentracdo o sulfato de sédio ndo afetou a producao de etanol e

nem a produtividade, obtendo valores semelhantes ao controle.

2.4.2 Fermentacdo de hexoses

Dentre as leveduras ndo convencionais (ou “ndo Saccharomyces”) com potencial
para producéo de etanol encontram-se aquelas pertencentes ao género Kluyveromyces, em
particular a espécie Kluyveromyces marxianus. Essa espécie de levedura pode ser
encontrada em diversos habitats 0 que mostra sua ampla diversidade metabolica
(LACHANCE, 1998), possuindo a capacidade de assimilar uma grande variedade de
acucares, tais como glicose, xilose, sacarose, rafinose, inulina e lactose, e apresentando
elevada capacidade de utilizacdo do substrato para seu crescimento (BELLAVER et al.,
2004; FONSECA; STOUTHAMER; WESTERHOFF, 2008). De acordo com Groeneveld
et al. (2009), K. marxianus apresenta uma das maiores velocidades especificas de
crescimento entre os eucariontes. Além disso, essa espécie é certificada como GRAS
(Generally Recognized as Safe) nos Estados Unidos e como QPS (Qualified Presumption
of Safety) na Unido Européia, sendo usada ha varios anos tanto na indudstria de alimentos
como na de bebidas (LANE; MORRISSEY, 2010). Uma breve apresentacdo de outras
aplicacdes industriais de K. marxianus pode ser vista na Tabela 3.

Todas essas caracteristicas mencionadas acima tém impulsionado o interesse da
utilizacdo de K. marxianus na producdo de etanol. Porém, para que O processo

fermentativo seja eficiente é necessario definir as condi¢cGes ambientais e nutricionais.
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Tabela 3 - Resumo das principais aplica¢bes industriais de K. marxianus.

Aplicacio

Referéncia

Producéo de compostos aromaticos:
Esteres, Acidos carboxilicos,

Cetonas, Furanos, Alcoois.

FABRE et al. (1995)
MAGALHAES et al. (2011)

Producao de enzimas enddgenas:
B-xilosidase

B-galactosidase

B-glicosidase

Inulinase

RAJOKA (2007)

PINHEIRO et al. (2000)
SZCZODRAK et al. (2000)
CRUZGUERRERO et al. (1995)

Producéo de proteinas heterdélogas:
Celulase Termo estavel

Lactato desidrogenase
Endopoligalacturonase
a-galactosidase

HONG et al, (2007)
PECOTA et al. (2007)
SIEKSTELE et al. (1999)
BERGKAMP et al. (1993)

Biorremediacéo:
KADAR et al. 2004
Remocao de acglcares de aguas residuais HANG et al. 2003
MEEHAN et al. 2000

Tratamento de residuos de papel

Bioadsorcéo de corantes

Producéo de etanol:
PESSANI et al. 2011
HIDENO et al. 2013
KOURKOUTAS et al. (2002)
OZMIHCI; KARGI (2007)

Por sacarificacdo e fermentacéo simultanea

Células em suspensao e Imobilizadas

FermentacOes: continuas e descontinuas

Fonte: Adaptado de LANE, MORRISSEY, 2010.

Em relacdo ao oxigénio, a espécie K. marxianus apresenta baixo rendimento
fermentativo em ambientes aerobios, com elevadas concentracdes de glicose, sendo
considerada uma levedura respiro-fermentativa (VAN DIJKEN;WEUSTHUIS;
PRONK,1993), preferencialmente classificada como Crabtree-negativa. A producdo de
etanol por K. marxianusesté associada a limitacdo de oxigénio (VISSER et al., 1990).

Com objetivo de otimizar o nivel de oxigenacdo para a producdo de etanol por K.
marxianus NRRL Y-6860 em frascos Erlenmeyers, Castro (2011) variou a velocidade de
agitacdo e o grau de aeracdo (Vsrasco/ Vmeio) @ 45 °C, em um meio contendo 50 g/L de

glicose. Os resultados mostraram que nas condi¢des de menor agitagéo e aeracgao o fator de
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conversao de glicose em etanol (Ypss) foi de 0,44 g/g, enquanto que nas condi¢Ges onde
ocorreu maior transferéncia de oxigénio, esse fator decresceu para 0,24 g/g. Nessas
condicdes, foi observada uma reducdo na produtividade volumétrica em etanol (Qp)
passando de 3,63 para 2,09 g/L.h. Nesse trabalho o autor concluiu que a disponibilidade de
oxigénio é um fator capaz de interferir significativamente nos pardmetros fermentativos de
K. marxianus NRRL Y-6860 e, portanto, afeta tanto a conversdo quanto a produtividade
em etanol, pois o nivel de oxigenacdo determina a divisdo do fluxo de carbono da glicose
entre o crescimento e a formacéo de produto.

O efeito da temperatura sobre o perfil fermentativo de K. marxianus tem sido
bastante relatado na literatura. Apesar de ser uma espécie mesoéfila com temperatura 6tima
de crescimento entre 25 e 37 °C, K. marxianus é capaz de crescer em altas temperaturas,
sendo considerada um micro-organismo termotolerante (DUNLAPet al., 2010). De acordo
com Laszlo (1988), a termotolerancia pode ser definida como a capacidade transitoria das
células sobreviverem quando expostas a temperaturas elevadas.

Yanase et al. (2010), avaliaram o efeito da temperatura de 30 a 52 °C sobre o
desempenho fermentativo da levedura utilizando K. marxianus NBRC1777, em meio
contendo 100 g/L de glicose como fonte de carbono. Os autores observaram que até 45 °C,
a levedura produziu aproximadamente 45 g/L de etanol e consumiu toda glicose em 12
horas, enquanto que nas temperaturas de 48 e 50 °C, a producdo de etanol decresceu para
20 g/L no mesmo tempo. Na temperatura de 52 °C, a levedura ndo consumiu a glicose e
consequentemente nenhuma producdo de etanol foi verificada. A maior eficiéncia do
processo (92,9%) foi obtida a 40 °C com uma produ¢do méxima de etanol de 47,4 g/L.

Com relagdo ao pH do cultivo, Kumar et al. (2013),avaliando o efeito desse
parametro sobre o crescimento e a fermentacdo daKlyuveromyces sp. 1IPE453, definiram
que a faixa de pH de 5,0 a 6,0, deve ser utilizada na fermentacdo para se obter um alto fator
de conversdo de substrato em produto.

Além de todos os fatores acima citados para fermentacdo de K. marxianus, a
necessidade nutricional também deve ser suprida, através da formulacdo de um meio de
cultivo adequado. A falta e 0 excesso de nutrientes podem ocasionar baixos valores de
velocidade de crescimento e produtividade, prejudicando o cultivo desta levedura
(FERREIRA, 2013).

O efeito da concentracdo inicial de glicose sobre a fermentagdo alcoodlica de
Klyuveromyces sp. IIPE453 foi avaliado por Kumar et al. (2013). Os ensaios foram

realizados a 50 °C e pH inicial 5,0, variando a concentracéo inicial da glicose de 200 a 300
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g/L. Os resultados mostraram que a producdo de etanol ndo foi afetada pela concentragao
inicial desta hexose, sendo obtido cerca de 90 g/L de etanol e uma conversdo de substrato
em produto de0,5 g/g. Porém, foi observado um aumento residual do substrato ao final da
fermentacdo, com aumento da concentracdo de glicose no meio. Os autores concluiram,
portanto, que a Kluyveromyces sp. IIPE453 apresenta elevada tolerancia para altas
concentragdes de glicose, a 50 °C, ndo sendo observada repressao catabdlica nas condi¢Bes
testadas.

Para elucidar o efeito de diferentes fontes de nitrogénio (extrato de levedura e
sulfato de amonio), assim como a interacdo entre elas sobre o crescimento e a producéo de
etanol por K. marxianus CECT 1123 (100 g/L de lactose a 30 °C), Parrondo, Garcia e Diaz
(2009) variaram a concentracdo de sulfato de aménio de 0 a 4,7 g/L e extrato de levedura
de 0 a 6 g/L. Os autores constataram que, ao adicionar apenas sulfato de amodnio no meio
de fermentacdo, tanto a velocidade especifica de crescimento, quanto a concentracao final
de biomassa e etanol tiveram um pequeno aumento, em relacdo ao meio nao suplementado.
No entanto, ao adicionar apenas extrato de levedura ou a mistura de extrato de levedura e
sulfato de aménio, os autores notaram uma reducdo no tempo de 96 para 24 horas para
obtencdo da méaxima concentracdo de etanol (50 g/L), triplicando assim o valor de
produtividade volumétrica do produto. Nesse trabalho, os autores concluiram que, além da
fonte de nitrogénio, as vitaminas presentes no extrato de levedura sdo de fundamental
importancia para melhorar os parametros da fermentacdo de K. marxianus CECT 1123.
Como ja reportado por Kurtzman (2003), K. marxianus néo utiliza o nitrato como fonte de
nitrogénio.

Em relacdo a fonte de nitrogénio, Limtong, Sringiew e Yongmanitchai (2007)
avaliaram o desempenho fermentativo da cepa K. marxianus DMKU 3-1042 em caldo de
cana com e sem suplementacdo de (NH,;).SO,. Os autores observaram que suplementacao
do meio com 0,7 g/L de (NH,4),SO4, proporcionou um aumento na concentracdo de etanol
de 125%, passando de 68,5 para 78 g/L.A eficiéncia (69,5%) e produtividade em etanol
(1,08 g/L.h) no meio suplementado com 0,7 g/L de (NH4),SO,, foram superiores aos do
meio ndo suplementado (61,0% e 0,95 g/L.h, respectivamente),demonstrando o
favorecimento dos pardmetros fermentativos da cepa K. marxianus DMKU 3-1042 com a
suplementacéo.

O efeito do magnésio sobre a producgdo de etanol por K. marxianus var. marxianus
a 45 °C usando melago como fonte de carbono foi estudado por Flynn e Marchant (1996).

Os resultados mostraram que, com adicdo de 0,567 g/L sulfato de magnésio, tanto a
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concentracdo de etanol, quanto na produtividade foram aumentadas em 15% e 380%,
respectivamente, quando comparados ao controle, ou seja, 0 magnésio tem um efeito
positivo na producao de etanol.

Limtong, Sringiew e Yongmanitchai (2007) avaliaram o efeito do potassio sobre o
desempenho fermentativo da cepa K. marxianus DMKU 3-1042 na produgdo de etanol a
partir de caldo de cana. Os autores suplementaram o caldo de cana com 220 g/L de
sacarose, na temperatura de 37 °C, e utilizaram o fosfato monopotéassico (KH,PO,), como
fonte de potassio, em concentracfes variando entre 0 e 1,0 g/L. Os autores notaram que 0
meio suplementado com 0,5 g/L de KH,PO, favoreceu todos os parametros avaliados em
aproximadamente 10% em relagdo ao controle, atingindo valores de 76,5 g/L de etanol,

produtividade volumétrica em etanol de 1,06 g/L.h e eficiéncia 68,1%.
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3 OBJETIVO

O presente trabalho tem como principal objetivo desenvolver um processo de
producdo de etanol a partir das fracGes acucaradas (celulésico+hemicelulésico) da palha de
arroz. Para atingir o objetivo do projeto, as seguintes etapas foram cumpridas:

a) Definicdo de uma condicdo de tratamento acido (temperatura, concentracdo de
acido e tempo) para a palha de arroz previamente tratada com &lcali visando eficiente
solubilizacdo da hemicelulose e elevada recuperacdo de celulose;

b) Avaliacdo do perfil de hidrolise enzimatica da palha de arroz pré-tratada nas
condicdes previamente estabelecidas empregando elevados teores de solidos (16, 20 e 24%

m/v) em reator MBV (moinho de bolas vertical) em batelada simples;

C) Avaliacdo do processo de hidrolise enzimatica em batelada alimentada empregando

o teor de sélidos de 24% m/v;

d) Avaliagdo do impacto da sequéncia de tratamentos utilizados no processamento da
palha de arroz sobre o rendimento de hidrélise enzimatica com alto teor de sélidos (24%)

em batelada alimentada;

e) Avaliacao da fermentabilidade do hidrolisado celul6sico (obtido através de batelada
simples empregando 24% m/v de sélidos) por Kluyveromyces marxianus, com ou sem
suplementacdo nutricional e na presenca ou auséncia de solidos residuais da hidrolise

enzimatica.

f) Avaliacdo da fermentabilidade do hidrolisado celul6sico (24% m/v, obtido através

de batelada alimentada) em reator MBV, no metabolismo de K. marxianus.

Q) Avaliacdo da fermentabilidade do hidrolisado hemicelulésico com ou sem

suplementacédo nutricional por Scheffersomyces stipitis, em frascos Erlenmeyer.
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4 METODOLOGIA

Os experimentos foram realizados nos Laboratérios de Fermentacdo do
Departamento de Biotecnologia (LOT) da Escola de Engenharia de Lorena, Universidade
de S&o Paulo (EEL/USP).

4.1 Obtencao da matéria-prima

A palha de arroz foi obtida de plantacdo na regido de Lorena/SP (localizada entre
493939.6 L e 7490759.5 N, relativo as coordenadas UTM), e em seguida, seca ao sol, até
umidade de aproximadamente 10%, e moida em moinho de martelo. Foi pesada, ensacada

e estocada até a realizacdo dos pré-tratamentos.

4.2 Pré-tratamentos

A palha de arroz foi submetida a uma sequéncia de pré-tratamentos: tratamento
alcalino e posterior processo de hidrolise com &cido diluido, conforme detalhado a seguir.

4.2.1 Pré-tratamento alcalino

O tratamento alcalino (desacetilacdo) visou a remogéo dos grupos acetil da palha de
arroz. Para isso, o material foi incubado a 70 °C por 45 minutos, empregando uma solugéo
de NaOH 0,8 % (m/v) e uma consisténcia de 10% m/v (80 mg de NaOH para cada 1 g de
biomassa), conforme condicdes previamente estabelecidas por Cunha et al. 2016.

A reacdo foi realizada em reator de 50 L com 40 litros de volume util, provido de
aquecimento por resisténcia elétrica e agitacdo por rotacdo sobre o proprio eixo (Figura
10), com agitagdo de 2 rpm. Apds o tempo reacional e resfriamento do reator, a fracéo
solida pré-tratada foi separada do licor alcalino (fracdo liquida) por filtracdo, sendo
posteriormente o material solido lavado com agua em abundancia até que o pH do filtrado
atingisse a neutralidade. Em seguida, secado ao sol, até a umidade de 9,4%, e entdo
armazenada até 0 momento da andlise. Os sélidos foram caracterizados quimicamente e o

licor alcalino analisado quanto ao teor de agUcares, acetato e derivados de lignina.
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Figura 10 - Reator de aco inoxidavel de 50 litros de capacidade, provido de aquecimento por
resisténcia elétrica e agitacdo por rotacdo sobre o proprio eixo. (1) boca de carga; (2)
valvula de descarga; (3) manbmetro; (4) termopar; (5) controle de temperatura; 6)
sistema de agitagéo.

)

Fonte: Silva (2011).

4.2.2 Tratamento 4cido

A fracdo sdlida, obtida apds o tratamento alcalino, foi entdo pré-tratada com acido
diluido para remocédo da hemicelulose. Os ensaios foram realizados em reator de a¢o inox
com capacidade de 0,50 litros, como apresentado na Figura 11. As reacGes foram
realizadas em um banho de 6leo de silicone (Lauda).

Figura 11 - Reator de ago inox com capacidade de 0,50 litros.
)

QA

7

Fonte: Arquivo Pessoal.
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4.2.2.1 Calibracdo do reator nas condic¢des do pré-tratamento acido

Inicialmente, foi avaliada a temperatura interna do reator comparada com a
temperatura do banho, sendo, assim, definido o tempo de ensaio nas diferentes
temperaturas avaliadas, utilizando um termopar para calibrar o ensaio.

A calibragdo determinou a temperatura ideal do banho de Oleo para atingir a
temperatura desejada nos experimentos. Para isso, o reator (com as mesmas condi¢cdes da
hidrolise acida: 10% de consisténcia e um volume final de 500 mL) foi mantido em banho
de 6leo de silicone em diversas temperaturas por 3 horas (momento no qual ndo havia
nenhuma variagdo na temperatura); e, apds este periodo, para cada temperatura do banho
de 6leo de silicone foi medida a temperatura interna do reator (temperatura real), com
auxilio de um termopar, de forma a obter uma curva de calibracéo relacionando os valores
das duas temperaturas. Através dos pontos experimentais foi realizada a regressao linear
dos dados e a equacdo correspondente ao ajuste linear dos dados € apresentada na Figura
12.

Figura 12 - Curva de calibracdo da temperatura do banho em fungéo da temperatura de reacao.

TEnsaio = 0’9787 TBanho - 0,8868
190 1 R?= 0,9962

Temperatura de Ensaio

140 T T T T T
145 155 165 175 185 195 205

Temperatura Banho (°C)

Fonte: Arquivo Pessoal.

Em seguida, foram feitos os perfis das temperaturas de dentro do reator (150, 160 e
170 °C) em funcdo do tempo, para definir exatamente a duracdo do pré-tratamento. Para
definir momentos nos quais as temperaturas sdo constantes, desconsiderando, assim, 0
tempo de rampa, na qual a variagdo de temperatura é grande. Para isso foram medidas
periodicamente a temperatura dentro do reator, até 20 minutos ap6s atingir a temperatura

desejada, considerando uma variacgao de + 3 °C, erro do termopar.
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4.2.2.2 Hidrolise &cida

Esta etapa objetivou determinar a concentracdo do catalisador e a temperatura de
hidrolise do sélido pré-tratado. Para isso, foi empregado um planejamento composto de
face centrada do tipo 22 variando a concentracdo de é&cido sulférico (0,5 a 1 % m/v) e
temperatura de reacdo (150 a 170 °C), conforme apresentado na Tabela 4. A hidroélise foi
realizada em reator de aco inox (conforme descrito no item 4.2.2) com uma relacdo de
matéria seca/solucdo 4cida de 1:10 e consisténcia de 10% de matéria seca, durante 20
minutos. Apds a hidrélise acida, a fragdo solida foi separada por filtracdo, lavada com &gua
até atingir pH neutro e caracterizada quanto ao teor de celulose, hemicelulose e lignina,

para posterior hidrolise enzimatica.

Tabela 4 - Planejamento composto de face centrada do tipo 2% para a avaliacdo do efeito do pré-
tratamento &cido variando temperatura/H,SO,.

Variaveis
Ensaio Niveis codificados Valores reais
Tempo H,SO, Temperatura (°C)  H,SO4 (%om/v)

1 -1 -1 150 0,50
2.1 1 -1 170 0,50
2.2 1 -1 170 0,50
3.1 -1 1 150 1,00
3.2 -1 1 150 1,00
4 1 1 170 1,00

5 -1 0 150 0,75

6 1 0 170 0,75

7 0 -1 160 0,50

8 0 1 160 1,00
PC.1 0 0 160 0,75
PC.2 0 0 160 0,75

Fonte: Arquivo Pessoal.
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4.2.3 Curva de tempo na condicéo otimizada de pré-tratamento acido

Apbs selecionada a condicao otimizada de hidrélise acida, foram realizados ensaios
para avaliar a influéncia do tempo, desde 0 momento em que a ampola é imersa no banho
de 6leo (antes mesmo da estabilizacdo da temperatura), durante todo o tratamento &cido.
Para isso foram feitas hidrdlises acidas de 15 a 85 minutos. Os ensaios foram realizados

exatamente como descritos no item 4.2.2.

4.2.4 Aumento de escala na condicdo otimizada de pré-tratamento acido

Visando a obtencdo de um maior quantidade de celulignina para a utilizacdo nas
etapas posteriores do trabalho, foi realizado um ensaio de hidrélise &cida em reator de 80 L
(Figura 13), empregando 3,2 Kg da palha de arroz tratada com alcali e 32 litros de solugdo

acida de 0,85% (m/v), na temperatura de 150 °C por 10 minutos.

Figura 13 - Reator de ago inoxidavel de 80 litros capacidade, provido de aguecimento por
resisténcia elétrica e agitacdo por rotacao sobre o préprio eixo.

Fonte: Arquivo Pessoal.

Apos término da reacdo, o hidrolisado hemicelulosico foi separado do solido por
filtracdo em peneira de 120 mesh, seguido por centrifugagdo em um extrator centrifugo do
tipo cesto (Spencer Scientific) a 3600 rpm. A celulignina foi lavada com &gua até pH 6,5 e

seca naturalmente ao sol até atingir 10% de umidade, sendo em seguida, caracterizada
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quimicamente. Esse sdlido foi denominado de palha de arroz tratada com alcali e &cido
(PTNaon+H2s04) € Utilizado nas etapas seguintes do presente estudo. O hidrolisado
hemicelulésico obtido foi concentrado de forma a atingir uma concentragdo de xilose de
aproximadamente 60g/L.

Para efeito de comparacédo, nas condi¢des otimizadas de hidrolise acida do material
desacetilado, tambem foi realizada a hidrolise &cida do material in natura, sendo nomeado

de palha de arroz, tratada apenas com acido (PTH2s04)-

4.3. Hidrolise enzimética da palha de arroz pré-tratada

Apds determinar as condi¢cdes de hidrdlise acida, a celuignina tratada com alcali foi
submetida a hidrélise enzimatica. Os experimentos foram conduzidos em reator do tipo

Moinho de Bolas Vertical (MBV), conforme apresentado na Figura 14.

Figura 14 - Reator Moinho de Bolas Vertical (MBV) em imagem real (A) e esquematica (B) para
mostrar os detalhes internos. (1) entrada e (2) saida de agua para o controle da
temperatura; (3) duto de amostragem; (4) porta de adicdo de substrato, enzimas e
levedura; (5) porta de saida de gases; (6) motor de agitagdo; (7) impelidor de pas planas e
esferas.

Fonte: Castro et al. (2017).
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Os ensaios foram realizados utilizando diferentes teores de sélidos em batelada (16,
20 e 24%). Nessa etapa, foi utilizado como substrato a palha de arroz tratada com alcali e
acido (PTnaon+H2s04) COM a carga de enzimas de 29,5 FPU/g de celulose.

Para o preparo do reator, inicialmente adicionou-se a 30 esferas de vidro. Em
seguida, o conjunto foi esterilizado em autoclave a 121 °C por 20 minutos. Apos a
esterilizacéo do reator, o substrato foi adicionado ao reator MBV e 0 ajuste da temperatura
desejada (46 °C) foi previamente realizado, através da circulacdo de agua na camisa do
reator, utilizando um banho termostatizado com bomba (Heto). Em seguida foram
adicionados 25 mL de tampéo citrato de sédio 1 M (de forma a obter uma concentracdo
final de 50 mM, pH 4,8) e 4gua destilada esterilizada. A mistura foi entdo agitada a 450
rpm por 2 min para homogeneizar o sistema. Apés a estabilizacdo da temperatura desejada
(46 °C), foi adicionado o extrato enzimatico na propor¢do de 29,5 FPU (44,1 Ul) por
grama de celulose. O extrato era formado por Cellubrix e Novozyme 188 (0,05 mL de
Novozyme 188/mL de Cellubrix). Ao final, foi feita uma lavagem dos recipientes contendo
as enzimas com 50 mL de &gua destilada esterilizada, perfazendo um volume total do meio
reacional de 500 mL, considerando o teor de umidade do substrato (5,59%).

Para efeito de comparacdo da performance do reator do tipo Moinho de Bolas
Vertical, as hidrélises enzimaticas com maior teor de solidos (24% m/v) foram também
conduzidas em frascos Erlenmeyer de 125 mL, contendo 50 mL de meio reacional, sob
agitacdo rotatoria de 100 rpm e temperatura de 46 °C. Para isto, adicionou-se 12,0 g (massa
seca) da PTnaon+H2sos4 a0S frascos Erlenmeyer previamente esterilizados, seguido pela
adicdo de 2,5 mL de tampdo citrato de sédio 1M (para concentracdo final de 50 mM, pH
4,8). Entdo, o volume apropriado de &gua e das prepara¢des enzimaticas diluidas foram
adicionadas para atingir a carga enzimatica desejada em 50 mL de volume final.

A partir dos resultados obtidos em batelada, foram entdo conduzidos experimentos
em batelada alimentada (fed-batch) com 24% m/v de sélidos, adicionando inicialmente
toda a enzima (relativa aos 24% de sélidos) e 16% m/v de palha de arroz e 4% ap6s 10 e
24 h. O preparo do reator e volume final de reacdo seguiu 0 mesmo protocolo descrito para
batelada simples.

Além disso, foi avaliado o impacto dos diferentes tratamentos utilizados durante o
processamento da palha de arroz. Foram submetidos a hidrélise enzimatica em batelada
alimentada os so6lidos obtidos em cada etapa (1) alcalino (PTnaonr); 2) &cido (PTh2so4) € 3)
alcalino+acido (PTnaon+H2s04), Nas condi¢Bes experimentais previamente estabelecidas em
reator MBV.
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Para 0 acompanhamento da reacdo de hidrolise enzimatica, amostras de 2 mL foram
retiradas periodicamente até 48 horas. Apds centrifugacdo da amostra a 4000 rpm por 10
minutos (Heraeus Megafuge 16R, Thermo Scientific), o sobrenadante foi estocado a -20 °C
para posterior quantificacdo de glicose, celobiose e xilose, os quais foram utilizados para a

determinacdo dos parametros do processo de hidrdlise enzimatica.

4.4 Fermentacdo da fracao celulésica

4.4.1 Micro-organismo

O micro-organismo utilizado no presente estudo foi a estirpe termotolerante
Kluyveromyces marxianus NRRL Y-6860, obtida da Cole¢do de Culturas ARS, Peoria —
IL, EUA. A cultura de levedura foi mantida em tubos de ensaio contendo &gar extrato de

malte inclinados e conservada a 4 °C.

4.4.2 Preparo do indculo

O indculo foi preparado por meio da transferéncia de uma alcada das células recém-
repicadas para tubos de ensaio contendo 5 mL de agua destilada esterilizada. Aliquota de 1
mL desta suspenséo foi transferida para frasco Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de
hidrolisado celulésico com 20% de teor de sdlidos. Inicialmente, o hidrolisado foi
centrifugado a 1100 x g por 20 minutos e, posteriormente, diluido de forma a obter um
meio contendo aproximadamente 30 g/L de glicose. O meio foi suplementado com (em
g/L): 1,0 de (NH4)2SOq4, 1,5 de KH,PO4, 0,1 de MgSO,4.7H,0 e 3,0 de extrato de levedura.
Para o preparo deste meio foram utilizadas solucdes-estoque concentradas de cada
componente previamente esterilizadas em autoclave a 121 °C por 20 minutos.

Os meios inoculados foram incubados em agitador rotatorio a 43 °C e agitagdo a 150
rpm, por 16 horas. Apos esse tempo as células foram separadas por centrifugacéo a 1100 x
g por 20 minutos e resuspendidas em agua destilada de forma a se obter uma suspensao
celular densa. A partir dessa suspensao foi calculado o volume necessario para inocular o

meio de fermentacdo, com a concentragao desejada.



59

443 Efeito da suplementacdo nutricional do hidrolisado celuldsico sobre a

fermentac&o alcoolica de K. marxianus

Com o objetivo de avaliar a necessidade da suplementacdo nutricional, no
desempenho fermentativo da referida levedura no hidrolisado celulésico, produzido a partir
da batelada simples com 24% m/v de solidos, foram adicionados 0s seguintes nutrientes
(em g/L): 1,0 de (NH4)2SOq4, 1,5 de KH,PO4, 0,1 de MgSO,4.7H,0 e 3,0 de extrato de
levedura no hidrolisado celuldsico, obtido em regime de batelada com 24% ml/v,
centrifugado ou ndo. Para o preparo deste meio foram utilizadas solugdes-estoque
concentradas de cada componente previamente esterilizadas em autoclave a 121 °C por 20
minutos.

Os ensaios foram conduzidos em frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL de
meio de fermentacdo. Os frascos foram incubados em agitador rotatério, a temperatura de
43°C, sob agitacdo de 100 rpm, inoculados com 1 g/L de concentracgdo inicial de células.
Durante os experimentos, amostras foram coletadas a cada 3 horas e avaliadas quanto ao

crescimento celular, consumo de glicose e producéo de etanol.

4.4.4 Estudo cinético da bioproducdo de etanol em reator de bancada

Apos avaliacdo do desempenho da fermentacdo por K. marxianus em hidrolisados
celulésicos de 24% m/v, em batelada simples com e sem suplementacdo nutricional, foi
selecionado o hidrolisado celulésico com maior concentracdo de glicose, a partir da
hidrélise enzimética do material tratado com alcalino+acido (PTnaon+H2s04) para 0s ensaios
em reator de bancada.

Os ensaios foram realizados em reator Moinho de Bolas Vertical (MBV), em regime
batelada, a 40 °C, sem adicdo de esfera e 200 rpm de agitacdo, nas condicdes de
fermentacdo otimizadas por Cunha (2016). O meio de fermentacdo foi composto pelo
hidrolisado celulésico da palha de arroz com e teve seu pH ajustado para 5,5, com
hidréxido de s6dio10 M.

Para isso, 500 mL meio fermentativo foi inoculado com 3,0 g/L de células e
incubadas a 40 °C por 12 horas. As amostras foram retiradas periodicamente para avaliagdo
do pH, biomassa, concentracao de etanol e agucares.
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4.5 Avaliacdo da fermentabilidade do hidrolisado hemicelulésico

4.5.1 Micro-organismo

Foi utilizada a levedura Scheffersomyces stipitis NRRL Y-7124, fornecida pela
USDA de Peoria, Illinois. A cultura foi mantida em meio de repique em agar YMDP (3,0
g/L de extrato de levedura, 3,0 g/L de extrato de malte, 5,0 g/L de peptona, 10 g/L de
glicose, 20 g/L de &gar). Foram feitas transferéncias perioddicas da cultura e conservagado
em geladeira. O repique foi sempre preparado com 24 h de antecedéncia para utilizacdo do

in6culo.

4.5.2 Preparo do indculo

O indculo foi preparado por meio da transferéncia de uma alcada das células recém
repicadas para tubos de ensaio, contendo 5 mL de agua destilada esterilizada. Aliquota de 1
mL dessa suspensdo foi transferida para frasco Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL
com hidrolisado hemiceluldsico, diluido até uma concentracdo de 30 g/L de xilose, e,
suplementado de, (NH4),HPO, (3,0 ¢g/L), KH,PO, (19,0 ¢g/L), MgS0O4.7H,0 (1,0 ¢g/L) e
extrato de levedura (3,0 g/L). Para o preparo deste meio foram utilizadas solucdes-estoque
concentradas de cada componente previamente esterilizadas em autoclave a 121 °C por 20
minutos.0 meio a base de hidrolisado hemicelulésico foi preparado utilizando o
hidrolisado concentrado, e teve seu pH ajustado para 5,5, com hidroxido de s6édiol0 M e
em seguida centrifugado a 1100 x g por 20 min para remocao dos sélidos.

Os frascos inoculados foram incubados em agitador rotatério a 30°C, 200 rpm por
um periodo de 24 horas. Decorrido esse tempo, as células foram separadas por
centrifugacdo a 1100 x g por 25 minutos e o sobrenadante descartado. As células foram
ressuspendidas em agua destilada esterilizada de forma a se obter uma suspensdo celular
concentrada. Com base na concentracdo celular dessa suspenséo, foi calculado o volume
necessario para fornecer uma concentracdo celular inicial de 1 g/L no meio de

fermentacéo.
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453 Efeito da suplementacdo nutricional do hidrolisado celuldsico sobre a
fermentacg&o alcoolica de S. stipitis

Com o hidrolisado hemicelul6sico obtido no reator apos as etapas de desacetilagéo e
hidrélise acida (item 4.2.4), foram realizados ensaios de fermentacao.

Nessa etapa, para avaliar a necessidade da suplementagéo nutricional no desempenho
fermentativo da S. stipitis no processo de bioconversdo de D-xilose em etanol, foram
adicionados em conjunto os seguintes nutrientes (em g/L): 3,0 de (NH4),HPO,4, 19,0 de
KH,POy4, 1,0 de MgSO,.7H,0 e 3,0 de extrato de levedura no hidrolisado hemicelulésico
obtido quando o meio foi suplementado. Ao ndo ser suplementado a fermentacéo se deu
apenas no hidrolisado hemicelulésico.

As fermentacGes foram conduzidas em frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 50
mL de meio de fermentacdo. Os frascos foram incubados em agitador rotatério por 61
horas, a temperatura de 30°C, sob agitacdo de 200 rpm, com 1 g/L de concentragéo inicial
de células. Durante os experimentos, amostras foram coletadas e avaliadas quanto ao

consumo de glicose e xilose, além da producéo de etanol.

4.6. Acompanhamento analitico dos experimentos

4.6.1 Determinacéo do teor de umidade da palha de arroz

O teor de umidade da palha de arroz foi determinado através de secagem de amostra

da palha em estufa a 105 °C até peso constante. O valor em percentual foi calculado

dividindo-se a diferenca entre o peso inicial e o peso final da amostra pelo peso inicial,

multiplicando-se o resultado por 100.

4.6.2 Determinacéo do teor de extrativos

Para determinacdo do teor de extrativos da palha de arroz in natura, o material foi
inicialmente extraido em agua e em seguida em etanol (95% v/v) utilizando um aparelho

Soxhlet. As amostras (3,0 g em massa seca), em triplicata, foram mantidas em contato com
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os solventes (800 mL) durante 24 horas (com substituicdo do primeiro solvente apos 12
horas). Ap0s a extracdo, as amostras foram secas na temperatura ambiente e entdo
transferidas quantitativamente para pesa-filtros previamente tarados. Os pesa-filtros
contendo as amostras foram colocados em estufa a 105 °C, até massa constante. O célculo
da porcentagem de extrativos foi baseado na massa seca inicial do material ndo extraido,

relacionando com a massa seca obtida apds a extracao.

4.6.4 Determinacdo dos teores dos aguUcares, acido acético, glicerol, xilitol e etanol

As concentracOes de glicose, xilose, arabinose, acido acético, glicerol, xilitol e etanol
foram determinadas por Cromatografia Liquida de Alto Desempenho (HPLC), em
equipamento Agilent Technologies 1260 Infinity com detector de indice de refracdo e
coluna BIO-RAD Aminex HPX-87H (300 X 7,8 mm) (Hercules, CA, USA), nas seguintes
condicdes: temperatura de 45 °C; eluente: &cido sulfurico 0,01 N; fluxo do eluente 0,6
mL/min; volume de amostra de 20 pL. Para as analises, as amostras foram diluidas com
agua deionizada e filtradas em Sep-Pack Cartidge C18 (Waters Associate - MILLIPORE).
As concentragdes dos compostos foram calculadas a partir de curvas de calibracdo obtidas
de solugdes padrao.

4.6.5 Determinacdo dos teores de furanos e compostos fendlicos

As concentracdes de furanos (furfural, 5-hidroximetilfurfural e acido furdico) e
fenolicos de baixo peso molecular (acidos galico, vanilico, p-cumarico, siringico e ferdlico;
alcool vanilil e vanilina) foram determinadas por Cromatografia Liquida de Alto
Desempenho (HPLC), em equipamento Agilent Technologies 1260 Infinity, utilizando um
detector UV (a 276 nm) e coluna Waters Spherisorb C18 5 um ODS2 4,6 x 100 mm sob as
seguintes condicBes: temperatura ambiente; eluente: acetonitrila/agua (1/8 com 1% de
acido acetico); fluxo 0,8 mL/min; volume de amostra: 20 pL. As amostras foram diluidas
com agua deionizada e filtradas em membranas do tipo HSWP com poros de 0,45 pm
(Waters Associate - MILLIPORE). As concentragdes desses compostos foram calculadas a

partir de curvas de calibragdo obtidas de solugdes padréo.
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4.6.2 Determinagéo da concentragéo celular

A concentracdo celular foi determinada em espectrofotdmetro (Hitachi 1800) pela
medida de absorbancia das amostras diluidas, utilizando agua destilada como branco. Os
valores de concentragdo foram calculados atraves da equagdo das curvas de calibracdo
entre 0 peso seco e absorbancia, a 600 nm, obtidas, separadamente, para 0s micro-
organismos em questdo. Foram determinadas curvas em meio sintético que servirdo para a
conversdo de DOgg para concentracdo celular em g@/L, necessario para atingir a

concentracgéo inicial de inoculo desejada (Figura 15).

Figura 15 - Valores de absorbancia a 600 nm em funcéo da concentracdo celular de K. marxianus
(m) e S. stipitis ().
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Fonte: Arquivo Pessoal.

Para a obtencdo das curvas padrdo que relaciona a DOggo cOm a concentracdo de
células, cultivou-se separadamente cada levedura K. marxianus e S. stipitis em trés frascos
Erlenmeyer de 125 mL, cada um contendo 25 mL de meio semissintético suplementado
com os nutrientes descritos anteriormente para cada levedura. Foi entdo realizado o cultivo
por 16 e 30 h, respectivamente para K. marxianus e S. stipitis. Apds esse tempo, todo o
volume dos meios de cultivo para cada levedura foi centrifugado a 4000 rpm por 10
minutos (Heraeus Megafuge 16R, Thermo Scientific) para recuperacdo da massa celular
que, em seguida, foi lavada por duas vezes com agua destilada. As células lavadas foram
ressuspendidas em 15 mL de &gua destilada, formando uma suspensdo celular densa. A
partir desta suspensdo celular foram retiradas aliquotas para diluicdo e leitura a 600 nm, de
forma que fossem alcancadas leituras entre 0,1 a 0,7 unidades de DOggo. Além disso,
aliquotas de 3 mL da mesma suspensdo celular foram colocadas em cadinhos previamente

tarados e incubados em estufa a 105 °C, até peso constante. A partir dos resultados foi
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obtida uma equacéo linear que permitiu a conversédo da DOgy em concentracdo celular
(g/L).

4.6.3 Fotomicrografias

Amostras foram fixadas sobre uma placa de a¢o por meio da colagem de uma fita de
carbono e aplicada uma fina camada de prata de aproximadamente 20 nm em uma
metalizadora MED020 (BAL-TEC /MCS MULTICONTROL SYSTEM). As imagens de
Microscopio Eletronico de Varredura (MEV) foram obtidas em um equipamento Marca
Hitachi modelo TM3000. LTD com aumentos de 50 e 20.000 vezes, empregando um sinal
de elétrons secundérios e uma voltagem de 20kV, sendo entdo obtidas as fotomicrografias.
Essas andlises foram realizadas no Departamento de Engenharia de Materiais (DEMAR)
da EEL-USP.

4.6.4 Determinacéo do indice de cristalinidade (I¢)

As medidas de difracdo de raios-x para determinacdo do indice de cristalinidade
foram realizadas em um difratdmetro D8-Discover da Bruker utilizando tubo de cobre
(comprimento de onda de 0,15418 nm). O difratbmetro foi configurado com espelho de
Goebel, fendas de 1,2 mm e 0,3 graus e detetor linear com 190 elementos (Linxeye). As
varreduras teta-2teta (6-20), entre 10 e 40 graus, foram feitas com velocidade de 0,05 graus
por segundo. A anélise foi efetuada diretamente nas palhas moidas, no equipamento Ultra-
Turrax Tube Drive (IKA) e peneirada em malha de 60 mesh,

A determinacdo do Ic foi obtida pelo método de Segal et al. (1959), com auxilio do
software OriginPro 8.5.

Para determinag&o do Ic da celulose foi calculada a raz&o entre a intensidade do pico
referente ao plano 002 (22° <20<23°), definido como celulose, o halo amorfo

(18°<26<19°), como descrito na equagdo abaixo.

Ic(%) = L2214 100 Q)
002
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Essas analises foram realizadas no Departamento de Fisica da Universidade Federal
de Vigosa.

4.7. Metodologia de analise dos resultados

4.7.1 Determinacdo dos parametros fermentativos

Para avaliar o processo fermentativo, foram calculados os seguintes parametros:
fatores de converséo de substrato em células (Yx/s) e em etanol (Ypss), fator de rendimento
de etanol em células (Yp/x), produtividade volumétrica em etanol (Qp) e eficiéncia do
processo ().

O fator de converséao de substrato em células, Yxs (g/g), foi calculado por regressao
linear dos dados de concentragdo de células em funcéo da concentragdo de glicose. O Yxs
é o coeficiente angular da reta obtida pelo ajuste linear dos dados.

O fator de conversdo de substrato em etanol, Ygs (9/g), foi calculado por regressédo
linear dos dados de concentracdo de etanol em funcdo da concentracdo de glicose. O Yps
correspondeu ao coeficiente angular da reta obtida pelo ajuste linear dos dados.

O fator de rendimento de etanol por célula, Ypx (9/g), foi calculado por regresséo
linear dos dados de concentracdo de etanol em funcdo da concentracdo de celular. O Yp/x
correspondeu ao coeficiente angular da reta obtida pelo ajuste linear dos dados.

No caso dos fatores de conversdo, quando ndo foram obtidos por regresséo linear,
foram obtidos pela variagdo de concentracdo inicial e final, como descritas nas equacdes a

sequir.

X = Xo 3 .

Yx1s= ﬁ Fator de conversao de substrato em células (@)

0—

P-Ps )

Ye/s= S Fator de conversao de substrato em etanol (3)

0—

P —Po . .

Yp/x=—— Fator de rendimento de etanol por célula 4)
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A velocidade instantanea mé&xima de crescimento (umsx) foi calculada por regressdo
linear dos dados de InX/X, em fungdo do tempo. O pmax corresponde ao coeficiente
angular da reta obtida pelo ajuste linear dos dados.

A produtividade volumétrica em células, Qx (g/L.h), foi calculada dividindo a

concentracdo de células obtida pelo respectivo tempo.

_AX (X=X

Produtividade volumétrica em células. (5)
At (t —to)

Q.

A produtividade volumétrica em etanol, Qp (g/L.h), foi calculada dividindo a

concentracdo de etanol obtida pelo respectivo tempo.

AP (P—Py)
At (t-to)

Produtividade volumétrica em etanol. (6)

Qr

A eficiéncia de conversdo 1 (%) foi calculada pela divisdo do valor do Yps (obtido)

pelo fator teérico (0,51 g/g) multiplicado por 100, como demonstrado na equacao.

Y u
n= JP/steR® w100 Eficiéncia de conversao. (7

YP / S(tedrico)

Onde:

P = concentragdo final de etanol (g/L);
Po= concentracdo inicial de etanol (g/L);
X= concentragdo final de célula (g/L);
Xo= concentracdo inicial de etanol (g/L);
S= concentracdo final de glicose (g/L);
So= concentragdo inicial de glicose (g/L);
to = tempo inicial da fermentagdo (h);

t = tempo final da fermentacéo (h).
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4.7.2 Determinacdo dos pardmetros de hidrolise enzimatica

Para a determinacédo do rendimento de conversédo da celulose (RCC), foi considerado
0 percentual entre a concentracdo de glicose obtida no experimento e a concentracdo de

glicose potencial presente no substrato, de acordo com a seguinte equacao:

[C—
RCC = =—22%100
[Gpotencial] X (8)
soli osX ceuoseX f
[G potencial]: T = -l-.l: . : (9)
C
Onde:

P;e Ps = concentracdo inicial e final de etanol;

Sie St = Concentracdo inicial e final de substrato (glicose);

Gpotencial = Concentragéo potencial de glicose presente no material pré-tratado;
Gpotencia= Concentracéo de glicose obtida no experimento;

Caubstrato = CONcentracdo do material pré-tratado (em % m/v);

Tsubstrato = teor de sélidos na reacéo de hidrdlise enzimatica (g/100 mL);
Teettose = Te0r de celulose no material pré-tratado (em % g¢/g);

fp = Fator de diluicdo = 0,1;

fc = Fator de conversédo de celulose em glicose = 0,9.

4.7.2.1 Determinacdo das atividades enzimaticas.

e [FPAse

A atividade total das celulases consiste na acdo dos trés grupos de enzimas:
endoglucanases, exoglucanases e B-glicosidases, sobre um substrato celuloésico insoluvel, e
por isso € denominada FPAse ou FPA (“filter paper activity”).

A atividade de FPAse foi determinada a partir de adaptacbes da metodologia
descrita por Ghose (1987). A reacdo enzimatica foi conduzida em tubos de ensaio de 30
mL contendo 1,0 mL de tampdo acetato de sdédio 50 mM, pH 4,8, uma tira de papel de
Whatman N° 1 com tamanho de 1 x 6 cm (aproximadamente 50 mg) e 0,5 mL de extrato

enzimatico em cinco dilui¢des (25, 50, 100, 150 e 200 vezes). As misturas foram aquecidas
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em banho a 46°C por 60 minutos. A reacdo foi interrompida com a adi¢do de 3,0 ml de
DNS, sendo a mistura posteriormente fervida por 5 minutos (MILLER, 1959).
Posteriormente, foram adicionados 20 mL de agua destilada a cada tubo, seguido de
agitacdo. Os controles para cada amostra foram feitos adicionando-se o reagente de DNS
antes do extrato enzimatico. Os valores de absorbancia foram lidos a 540 nm, apds 20
minutos de repouso, e convertidos a glicose através de uma curva de calibracao.

A curva de calibracdo foi preparada a partir de uma solucdo de glicose de 10 mg/mL,
que foi utilizada para o preparo de uma série de diluicdes (1:1,5; 1:2; 1:3 e 1:5) em tampao
acetato de sodio 50 mM, pH 4,8. A curva de calibracdo de glicose (Figura 16) foi
construida com 0,5 mL de solucdo de glicose, 1,0 mL de tampdo e 3,0 mL de DNS. A
mistura foi fervida e posteriormente diluida com 20 ml de agua destilada, e os valores de

absorbancia lidos a 540 nm.

Figura 16 - Curva padrédo para converter absorbancia em agucares redutores.
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Fonte: Arquivo Pessoal.

A partir da conversdo da absorvancia a 540 nm em glicose, um gréfico semilog foi
construido relacionando as dilui¢cbes da enzima com a quantidade de glicose liberada
(Figura 17). Todos os ensaios foram feitos em triplicata, e a equacdo da reta obtida foi
usada para determinar o valor da diluicdo da enzima que corresponde a 2,0 mg de agUcares

redutores.
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Figura 17 - Quantificacdo de agucares redutores liberados em ensaio de FPAse para diferentes

dilui¢cdes do extrato enzimatico.
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Fonte: Arquivo Pessoal.

O valor de 0,37 (sendo: 1 IU igual a 0,18 mg/min quando o produto é glicose e a
quantidade de glicose liberada por 0,5 mL de enzima em 60 minutos) foi dividido por esse
valor de diluicdo e o resultado obtido foi definido como atividade de celulases totais da
mistura enzimatica,

0,37
concentracdo de enzima para liberacdo de 2,0 mg de AR

FPU = UlmL?) (10)

Obtendo uma atividade de 39,57 + 1,53 FPU/mL.

e B-glicosidase

A atividade de B-glicosidases foi determinada de acordo com a cinética de converséo
de p-nitrofenol-B-D-glicopiranosideo (pNPG) em p-nitrofenolato (pNP), seguindo a
metodologia descrita por Tan, Mayers e Saddler (1987).

As reacdes foram conduzidas a 46°C, adicionando-se uma aliquota de 0,4 mL de
solugdo tampdo acetato de sédio/acido acético, 50 mM, pH 4,8 com 0,1% de p-Nitrophenyl
B-D-Glucopyranoside (Sigma N-7006) e 0,1 mL da mistura de enzimética diluida 10.000
vezes. Uma aliquota de 1,0 mL de solugdo aquosa de bicarbonato de sodio 10% foi
adicionada para a parada da reacdo em diferentes tempos (2, 5, 10, 15, e 20 minutos) e a
absorbancia foi medida a 410 nm. O controle de reacdo foi preparado da mesma forma,

adicionando-se, no entanto, a solucéo de bicarbonato antes do extrato enzimatico.
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Uma curva de calibracdo foi feita para converter as absorbancias medidas em teor de

p-nitrofenol presente em solucéo (Figura 18).

Figura 18 - Curva de calibracdo para converter absorbancia em concentracéo de pNP.
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Fonte: Arquivo Pessoal.

Um gréfico da cinética da reacdo foi construido e utilizado para o célculo a atividade
(Figura 19). O célculo da atividade foi realizado multiplicando o coeficiente angular da
curva de cinética construidas por 50.000,00 (diluicdo total =dilui¢do da enzima+diluicdo da

reacao). A atividade de B-glicosidases foi determinada segundo a equacéo, na Figura 19.

Figura 19 - Quantificagdo de aglicares redutores liberados em ensaio de B-glicosidases na dilui¢do
de 50.000 vezes para o extrato enzimatico obtido.
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Fonte: Arquivo Pessoal.

A atividade da mistura enzimatica foi de 59,25 + 1,56 Ul/mL.
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4.7.3 Determinacgdo dos parametros de pré-tratamento

Os pré-tratamentos empregados na palha de arroz foram avaliados primeiramente em
relacdo a caracterizacdo quimica das fracGes que a compdem (celulose, hemicelulose,
grupos acetil, lignina sollvel e insollvel, cinzas e extrativos), de acordo com a
metodologia padrdo do National Renewable Energy Laboratory (NREL) (SLUITER et al.,
2012). Como o objetivo dos pré-tratamentos € melhorar a hidrélise enzimatica da fracao
celulosica, a principal resposta avaliada ao final de cada pré-tratamento e/ou suas
combinag@es foi o rendimento de hidrolise enzimatica, conforme descrito no item anterior.
Também foi avaliado o balan¢o de massa de cada pre-tratamento, no qual foi determinada
a porcentagem de massa recuperada, a perda de acglUcares e a formacdo de possiveis

subprodutos nos hidrolisados ou licores obtidos em cada etapa.

4.7.3.1 indice de severidade do processo

O fator de severidade combinada (Sev) foi calculado conforme proposto por Guo et
al. (2008). Esse fator permite avaliar o qudo severo foi o pré-tratamento empregado na
biomassa vegetal através da relacdo entre a temperatura e tempo reacional, quando a

temperatura é constante.

Sev = log {t X exp [(M)]} — pH (12)

14,75

Sendo:

t = tempo de reacdo (minutos);

Ty = temperatura da tratamento &cido (°C);
Tr =100°C;

pH = pH da solugéo &cida antes do tratamento &cido.
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4.7.3.1. indice de seletividade do processo

A seletividade do processo (Sel) € um parametro que relaciona as pentoses e a
glicose solubilizada no hidrolisado. Em um processo sdo desejaveis a obtencdo de altos
valores de seletividade, visto que a hemicelulose deve ser prioritariamente solubilizada no
hidrolisado hemicelulésico e a celulose deve ser preservada para posterior hidrolise

enzimatica.

Xil+Ara
Gli

Sel = (12)

Sendo:
Xil = concentragdo de xilose no hidrolisado hemicelulésico;
Ara = concentracdo de arabinose no hidrolisado hemiceluldsico;

Gli = concentracdo de glicose no hidrolisado hemicelulésico.

4.7.4 Andlise estatistica

As analises estatisticas dos dados foram realizadas nos softwares Statistica 8.0 e, no
qual foram obtidos modelos que descrevam as repostas avaliadas em funcéo das condi¢bes
experimentais empregadas. Os resultados foram expressos em tabelas de estimativas de
efeitos, erro-padrdo, teste t de Student, assim como tabelas de analise de variancia
(ANOVA) dos efeitos e da regressdo do modelo e graficos de superficie resposta.

Com o objetivo de maximizar o rendimento de hidrélise da hemicelulose (RHH), e
ao mesmo tempo obter um hidrolisado hemiceluldsico com menor grau de toxicidade
(menor concentracao de fenolicos e furanos), além de uma maior recuperacdo de celulose
na porcdo solida e maior sélidos recuperados, foi entdo realizada uma andlise de
otimizacdo numérica empregando o programa Design Expert 6.0, a partir da combinacao
das respostas para obter uma tnica condigdo otimizada.

Para validar o modelo obtido para a hidrolise &cida a partir dos sélidos tratados com
alcali, foram realizados novos experimentos de tratamento acido nas condi¢des otimizadas,

em replicata
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5 RESULTADOS

5.1 Pré-tratamento da palha de arroz

Para a utilizacdo eficiente das fracGes agucaradas dos materiais lignoceluldsicos €
necessario a realizacdo de etapas de pré-tratamento. No presente estudo, foi empregada
uma sequéncia de tratamentos envolvendo uma etapa alcalina seguida por um processo

com acido diluido.

5.1.1 Tratamento alcalino da palha de arroz

O tratamento alcalino sob condic¢des brandas tem sido apontado como uma estratégia
promissora para processamento de palha de arroz (CASTRO et al., 2017). Segundo 0s
autores além da remocao efetiva de grupos acetil (desacetilacdo), esse tratamento removeu
parcialmente a fracdo de lignina e cinzas, com baixa degradacédo dos polissacarideos, o que
favoreceu a hidrolise enzimatica da celulose, e ainda melhorou a qualidade do hidrolisado
hemicelulésico, diminuindo a concentracdo de inibidores ao processo fermentativo. No
presente trabalho foram utilizadas as condi¢des previamente estabelecidas por Castro et al.
(2017) (70 °C durante 45 minutos e 80 mg de NaOH/g de biomassa).

Os resultados de composi¢cdo quimica da palha de arroz antes e ap6s o tratamento
alcalino, assim como a recuperacdo de cada fracdo nos sélidos estdo apresentados na
Tabela 5. Observa-se que teor de celulose e hemicelulose aumentou de 34,56 para 42,07%
e de 22,01 para 23,95% ap0s o tratamento alcalino, o que correspondeu a um aumento de
22 e 9%, respectivamente. No entanto, considerando o rendimento no processo (69% de
recuperacdo de solidos) constata-se que essas fracdes foram parcialmente solubilizadas no
licor, gerando uma recuperacao de 84% para celulose e 75% para hemicelulose.

Ainda na Tabela 5, nota-se que o grupo acetil foi a fracdo que apresentou menor
recuperacdo nos solidos (11,3%), seguido das cinzas (47,8%) e lignina total (55,5%). De
acordo com Castro (2016), a parcial remocdo dessas fragfes no tratamento alcalino
apresentam uma correlagdo positiva com melhoria na hidrolise enzimatica, o que pode ser
explicado pela acéo destas estruturas sobre as celulases.

Pan et al. (2006) relataram que o grupo acetil pode inibir as enzimas interferindo com
a ligacdo produtiva (interacdo de hidrogénio) entre celulose e o dominio catalitico das

celulases ou aumentando o didmetro da cadeia de celulose. Bin e Hongzhang (2010)
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demonstraram que cations comunmente presentes nas cinzas (K*, AlI**,Mn?* Fe** Cu* e
Zn?*) apresentaram um efeito inibitério na atividade das celulases (endo-p-1,4-glucanase,
exo-p1,4-glucanase e [P-glicosidase). A lignina liga-se as celulases, diminuindo a
disponibilidade de celulases para catalisar a hidrolise de celulose, chamada de ligacao
improdutiva, Siqueira al. (2017) concluiram que eliminacdo ou relocacdo da lignina
resultam em substratos com maior acessibilidade a celulose e, consequentemente,
apresentaram maiores rendimentos de hidrélise da celulose. Estes estudos justificam a
remocdo parcial de grupos acetil, cinzas e lignina, respectivamente, para uma melhor

eficiéncia de hidrélise enziméatica.

Tabela 5 - Composigdo quimica, massa recuperada e porcentagem de recuperagdo das fracdes da
palha de arroz antes e ap6s o tratamento alcalino.

Composicéo (g/100g) Massa Recuperacéo (%)
Componentes recuperada* Castro et al.

In natura Tratada Neste estudo

9) (2017)

Celulose 34,56 42,07 29,03 84,0 84,9
Hemicelulose 22,01 23,95 16,53 75,1 83,2
Grupos acetil 2,50 0,41 0,28 11,3 13,5
Lignina total 15,50 12,47 8,60 55,5 66,0
Cinzas 13,92 9,65 6,66 47,8 39,6
Outros 11,52 11,45 7,90 68,6 40,5
Total 100,00 100,00 69,0 69,0 70

* Calculada considerando a recuperacdo de 69% de solidos. Condiges do tratamento: 70 °C
durante 45 minutos e 80 mg de NaOH/g de biomassa.
Fonte: Arquivo Pessoal.

Ao comparar os valores de recuperacdo dos componentes obtidos no presente
trabalho com os resultados de Castro et al. 2017, nota-se uma variacdo de no maximo 20%,
0 que pode ser atribuido as diferencas na composicdo da biomassa de partida.

A composicao quimica do licor obtido apds o tratamento alcalino foi avaliada quanto
a solubilizacdo das fracbes acucaradas e do grupo acetil, e os resultados estdo apresentados
na Tabela 6. Pode-se observar a presenca de diversos compostos de degradacdo,
principalmente os relacionados com a degradagéao da lignina.

Considerando a solubilizacdo dos componentes da biomassa na fragdo liquida e a
recuperacdo no soélidos, foi possivel estabelecer um balangco material da fracdo agucarada
durante o tratamento alcalino. Verificou-se que para a fracéo celulésica a recuperacéo total
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foi de 94%. Em relacdo a hemicelulose, nota-se uma menor recuperagédo (77%, somando a
recuperacdo na fracdo solida e liquida), o que pode se explicar pela solubilizacdo desta
fracdo na forma de oligbmeros, e que ndo foram quantificados. Com relacdo ao balanco
material realizado para o grupo acetil, verificou-se uma recuperacdo de apenas 48%. Essa
baixa recuperacéo pode se justificar pelo fato de que o acido acético, quantificado no licor
alcalino, estava em sua forma livre, podendo estar ligado de forma covalente aos
oligdbmeros de xilose liberados (CHEN et al., 2012b).

Tabela 6 - Composicao quimica do licor alcalino e porcentagem de solubilizacéo das fracfes da
palha de arroz apés o tratamento alcalino.

Componentes (g/L) Licor Alcalino (Solubilizagdo*)

Acucares e acido acético

Glicose** 5,36 (9,8%)
Xilose 0,81 (2,3%)
Arabinose nd
Acido Acético 1,43 (36,0%)
Produtos de degradacao de acUcares
HMF 0,009
Furfural nd
Acido Furdico 0,100
Produtos de degradacao de lignina
Pirocatecol 0,010
Alcool Vanilil 0,040
Acido Vanilico 0,034
Vanilina nd
Siringaldeido 0,009
Acido p-cumérico 0,044
Acido Siringico 0,003
Acido ferdlico 0,168

* Solubilizacdo calculada considerando as respectivas fragcdes poliméricas; **Concentracdo de
glicose somada a concentracdo de celobiose convertida matematicamente em glicose. Volume
recuperado foi de 27,4 L
Fonte: Arquivo Pessoal.
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5.1.2 Tratamento acido

Esta etapa teve como objetivo estabelecer uma condicdo de tratamento &cido para
palha de arroz, previamente tratada com A&lcali, visando eficiente solubilizacdo da
hemicelulose, sem contudo, ocasionar grandes perdas no teor de celulose. Com esse
intuito, foi realizado um planejamento de experimentos, tendo como variaveis a
temperatura de reacdo e a concentracdo de acido sulfurico, com o tempo de reacédo fixado
(20 minutos). Apos otimizacdo da temperatura e concentracdo do catalisador foram
realizados ensaios, variando o tempo de reacéo hidrolitica, descritos na se¢do 5.1.2.1.

Na primeira etapa foi avaliado o perfil das temperaturas (150, 160 e 170°C), em
reator de 500 mL, com sistema de aquecimento por banho de imersdo de 6leo de silicone,
empregando a palha previamente tratada (70 °C durante 45 minutos e 80 mg de NaOH/g de
biomassa) numa relacdo sélido:liquido de 1:10, mimetizando as condicGes posteriores de
tratamento acido. A Figura 20 apresenta a cinética de aquecimento construida para as trés
temperaturas propostas. Nota-se um perfil com trés regides distintas: I-fase linear (0 a 10
min), Il - fase intermediaria (10 a 40 min) e 111 - fase estacionéria (40 a 90 min).

Figura 20 - Perfil da cinética de aquecimento nas diferentes temperaturas utilizadas no
planejamento de experimentos, sendo 150 °C (=), 160 °C (==) e 170 °C (=), as setas
indicam o periodo selecionado para a hidrélise &cida.
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Fonte: Arquivo Pessoal.

Na regido | (fase linear) observa-se que ocorreu uma taxa de aquecimento constante
(8,61 °C/min) para todas as temperaturas avaliadas. Ao final dessa fase (10 min) a

temperatura atingiu aproximadamente 110 °C e a partir desse ponto se inicia a regiédo II.
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Verifica-se, neste ponto, que a taxa de aquecimento foi reduzida, e a diminuicdo foi
acentuada quanto menor o valor de temperatura final desejada. Apds 40 minutos de ensaio
(regido I11), a taxa de aquecimento para as trés curvas avaliadas tendeu a zero, atingindo
um platd em 55 minutos para temperatura de 150°C e em 65 minutos para as demais
temperaturas (160 e 170 °C). Estes tempos foram entdo utilizadas como ponto de partida
para contagem de tempo do tratamento acido. Vale ressaltar que a defini¢cdo desse tempo
levou em consideracdo uma variagdo do termopar de = 3 °C, conforme destacado por setas

em cada curva na Figura 20.

5.1.2.1 Avaliacdo das condicGes de temperatura e de concentracdo de acido

No tratamento com acido diluido, normalmente, sdo desejaveis baixas concentracdes
de catalisador, devido a algumas vantagens, como diminui¢do da quantidade de reagente
para neutralizacdo do hidrolisado na etapa de fermentacédo e, consequentemente, dos custo
de produtos quimicos (SHEKIRO et al., 2014). No entanto, para que atinja elevados
rendimentos de hidrolise hemicelulose, com a diminuicdo do &cido € necessario aumento
na temperatura de reacdo. Para este estudo, foi utilizado um planejamento composto de
face centrada do tipo 2% variando a temperatura de reacdo de 150 a 170 °C e a
concentracdo de acido sulfarico de 0,5 a 1,0% m/v, mantendo a relacdo solido:liquido de
1:10. Os ensaios foram realizados em reator de 500 mL, durante 20 minutos em
temperatura constante, com 200 mL da solucdo &cida.

Os sélidos obtidos apds as diferentes condi¢cdes de tratamento, conforme proposto no
item 4.2.2.2 dos Materiais e Métodos, foram caracterizados quimicamente e os resultados
expostos na Figura 21. As condicBes foram agrupados por temperatura € em ordem
crescente da concentracao de acido, ou seja, em ordem crescente de severidade. Verifica-se
que o teor de celulose praticamente ndo variou, apresentando uma média de 64,5 + 2,5%,
enquanto que o teor de hemicelulose apresentou uma variagéo de 1,9 a 9,8%, diminuindo
com o aumento da carga de acido usada no tratamento, e esse comportamento foi mais
acentuado com aumento da temperatura. De acordo com Fengel e Wegener (1989), a
hemicelulose é um heteropolissacarideo ramificado que contem grupos acetil como grupos
pendentes apresentando uma estrutura amorfa, e , assim, é mais susceptivel ao processo de

hidrélise 4cida.
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Figura 21 - Composicdo quimica da palha de arroz tratada com alcali apés o tratamento 4cido,
sob diferentes condigdes operacionais, sendo a celulose (m), hemicelulose (m), lignina (=) e
cinzas (m). As linhas tracejadas mostram a composi¢do da palha tratada apenas com alcali,
anterior ao tratamento &cido.
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Fonte: Arquivo Pessoal.

Ainda na Figura 21, verifica-se que, de modo geral, uma pequena varia¢do no teor
de lignina com as condicdes de tratamento &cido (de 16,5 a 22,2%), sendo observado um
valor médio de 18,9 + 0,5%, exceto nas condi¢des mais severas e brandas que
apresentaram um valor de 22,2 e 16,5% dessa fracdo, respectivamente. Comportamento
semelhante foi observado para o teor de cinzas, que apresentou um valor médio de 8,7 +
0,8%, apenas na condi¢do mais severa foi verificado um teor de 3,7%.

Ao comparar a composic¢do dos solidos obtidos apds o tratamento sequencial (alcali
+ 4cido) com o solido resultante do tratamento alcalino (linha tracejada), verifica-se, no
geral, uma diminuicdo nos teores de hemicelulose e um aumento na celulose e lignina, e,
desta forma, os sélidos obtidos ap6s o tratamento acido foram designados "celulignina®.

Nesta etapa, foi ainda avaliada a composicdo quimica dos hidrolisados
hemicelulésicos, obtidos apds a etapa de tratamento acido sob diferentes condigdes. A
Figura 22 apresenta as concentracdes de glicose, xilose e arabinose presente nos
hidrolisados hemicelulésicos, bem como o rendimento de hidrolise da hemicelulose
(RHH). Com relacao as pentoses, nota-se que a concentracao de xilose variou de 9,5 a 17,9
g/L, demonstrando uma intensa influéncia das variaveis avaliadas no planejamento na
solubilizacdo da xilana. Teores de xilose maiores que 15,5 g/L foram observados nas
temperaturas de 150 e 160 °C e nas concentragdes mais elevadas do catalisador (0,75 e
1,00%).
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Na condicdo de temperatura mais severa (170 °C) ocorreu uma reducdo da
concentracdo de xilose, e esse comportamento foi mais acentuado com a maior
concentracdo de acido, possivelmente devido a degradacdo desse aclcar. A concentracdo
de arabinose, no entanto, apresentou variacdo de 2,5 a 4,4 g/L, sendo os menores valores
observados nas condi¢Ges de maior severidade, indicando também uma maior degradacao.
Comportamento diferente ao observado por Castro et al. (2017), que observaram que a
quantidade de arabinose liberada na presenca de acido ndo dependeu da severidade do
tratamento, obtendo em média 4,6 g/L de arabinose. Os autores realizaram ensaios de
hidrélise &cida da palha de arroz tratada com alcali em menor temperatura (121 °C),
variando o acido (de 0,5 a 1,5% m/v) e tempo (30 a 90 min) com severidade proximas ao
do presente estudo (de 1,1 a 2,1). Isto indica que a temperatura elevada utilizada no

presente estudo acelera a degradacdo dos acgucares, principalmente arabinose.

Figura 22 - Caracterizacdo dos hidrolisados hemicelulésicos obtidos no planejamento quanto ao
teor de glicose (m),xilose (m) e arabinose (=), rendimento de hidrélise da hemicelulose (=)
e severidade (indicada na parte superior das barras) nas diferentes condi¢des do
planejamento.
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Fonte: Arquivo Pessoal.

Os rendimentos da hidrélise da hemicelulose (xilana + arabinana), apresentados na
Figura 22, foram calculados considerando as concentragcdes das pentoses solubilizadas nos
hidrolisados. Nota-se uma grande variabilidade no valor deste parametro (44,30 a 81,34%).
Os maiores valores de rendimento (superiores a 70%) foram alcangados nas temperaturas
abaixo de 170 °C. Na temperatura de 170 °C, o aumento na concentracdo de &cido

promoveu uma diminui¢do no RHH, sugerindo a ocorréncia de degradagéo de agucares.
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Com relagdo a liberacdo de glicose, verifica-se que a concentra¢do desta hexose no
hidrolisado hemicelulésico variou de 1,47 a 5,85 g/L. Observou-se que 0 aumento no teor
de glicose foi proporcional ao aumento da concentracdo de acido nas trés condicdes de
temperatura avaliadas. Esse perfil foi mais pronunciado com o aumento da temperatura.
Esse comportamento estd4 associado & maior degradacdo de celulose, quando condigdes
mais severas de tratamento séo utilizadas. Dessa forma, a maior concentracdo de glicose
foi obtida na condi¢cdo mais severa de tratamento (170 °C e 1% de &cido).

O efeito da severidade do tratamento acido sobre o rendimento de hidrolise da
hemicelulose (RHH) e a seletividade (Sel) estdo mostrados na Figura 23 A e B,
respectivamente. Avaliando RHH, constata-se que este pardmetro atinge um maximo (em
média 80%) entre a severidade de 1,6 a 1,7, a partir da qual ocorre uma reducdo (atingindo
um valor minimo de 44%).

Quanto a seletividade (Sel), parametro que relaciona a soma das pentoses (xilose e
arabinose) dividida pela glicose solubilizada no hidrolisado. E desejavel a obtencdo de
altos valores de seletividade, visto que a hemicelulose deve ser prioritariamente
solubilizada no hidrolisado hemicelulésico e a celulose deve ser preservada para posterior
hidrélise enzimatica. Observou-se que esse parametro correlacionou-se linear e
negativamente com a severidade. Esses resultados indicam que em maiores severidades, a
reacdo de hidrolise acida € menos especifica, aumentando a solubilizagdo da glicose e/ou

degradacdo das pentoses.

Figura 23 - Correlagdo entre rendimento de hidrélise enzimatica (A) e seletividade (B) com a

severidade.
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Apo0s anélise da solubilizacdo dos agUcares, foi analisada a composicdo quimica dos
hidrolisados hemicelulésicos em relacdo a presenca &cido acético e aos produtos de
degradacdo de acucares e da lignina. No que se refere a concentracdo de acido aceético,
verificou-se que seus teores foram inferiores a 0,39 g/L independente das condigdes
hidroliticas avaliadas. Essa baixa concentracdo de acido acético ja era esperada, uma vez
que a liberagdo desse &cido é dependente do teor de grupamentos acetil presente no
material (FENGEL; WEGENER, 1989). Como a porcentagem de grupos acetil
apresentada pelo material tratado com alcali foi de 0,41% (vide Tabela 5), a concentragédo
méaxima de &cido acético, possivel de ser solubilizada no hidrolisado hemicelulésico seria
de 0,40 g/L. A diminuicdo da concentracdo de &cido acético é de extrema importancia para
fermentacdo do hidrolisado hemicelul6sico, uma vez que o aumento gradativo deste acido
leva um aumento a toxicidade do meio, inibindo a producdo de etanol (BELLIDO et al.,
2011).

Os hidrolisados hemiceluldsicos foram analisados quanto aos teores de compostos
de degradacdo da lignina comumente presentes em hidrolisado hemicelulésico de palha de
arroz. Os compostos fendlicos foram divididos em dois grupos (Figura 24 A e B): 1)
produtos de degradagdo que apresentaram um maior concentragdo no hidrolisado
hemicelulésico sdo eles: &cido vanilico (9 a 29 mg/mL), alcool vanilil (53 a 105 mg/mL) e
pirocatecol (1090 a 4960 mg/mL); e 2) compostos que apresentaram um menor teor, como
siringaldeido (0 a 9 mg/mL), acido ferdlico (1 a 8) e &cido p-cumarico (20 a70 mg/mL).

Na Figura 24 A, verifica-se que, em geral, estes produtos de degradacdo aumentam
com aumento da severidade. O pirocatecol é o composto mais produzido no hidrolisado
hemicelulésico, principalmente na temperatura de 170 °C, alcangando em média 4.880
mg/L. Em relacdo ao grupo 2 (Figura 24 B), observou-se que, em geral, uma diminuicao
na concentracao desses subprodutos com o aumento da concentracdo de acido nas trés
condicOes de temperatura avaliadas.

Avaliando os produtos de degradacao dos agtcares (HMF, furfural e acido furdico),
nota-se pequenas quantidades desses subprodutos (< 500 mg/L) Figura 24 C. Em geral,
estes compostos aumentam com tratamentos mais severos. Dentre eles, o acido furdico
apresentou maiores concentracdes (176 a 476 mg/L), vale ressaltar que na condi¢cdo mais
severa este composto ndo foi detectado, indicando a degradacdo do posteriores acido
furéico. O HMF variou de 15 a 235 mg/L, aumentando sua concentracdo com aumento de

severidade. Ja o furfural (0 a 12 mg/L), apresentou quantidades irrelevantes.
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Figura 24 - Caracterizacdo dos hidrolisados hemiceluldsicos obtidos no planejamento
guanto ao teor de subprodutos alcool vanilil (m), &cido vanilico (m) e pirocatecol (m) (A);
siringaldeido (m), acido p-cumarico (=) e &cido ferdlico (=) (B); &cido furdico (m), HMF
(w) e furfural (=) (C) e severidade (indicada na parte superior das barras) nas
diferentes condi¢Bes do planejamento.
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Visando avaliar o comportamento da formagdo de produtos de degradacdo de
acucares nas diferentes condigdes, foi examinado o perfil da concentracdo de pentoses
(xilose + arabinose) com seus produtos de degradacdo (furfural + acido furdico), assim
como o teor de glicose com HMF, apresentados na Figura 25 A e B, respectivamente. Em
relacdo as pentoses (xilose + arabinose), pode-se verificar que os hidrolisados que
apresentaram as maiores concentracfes de xilose e arabinose tiveram menores
concentracdes de furfural e acido furdico, o que sugere que a reducao do teor das pentoses
pode estar relacionada com a sua degradacdo (Figura 25 A).

Perfil semelhante ao do presente estudo foi encontrado por Karimi; Kheradmandinia
e Taherzadeh (2006) na catélise com &cido diluido (0,5% m/v) da palha de arroz in natura,
variando a pressao (10 a 30 bar), o tempo (5 a 10 min) e a temperatura (184 a 234 °C). No
entanto, Castro et al. (2017), avaliando o tratamento &cido em palha de arroz tratada com
alcali variando o tempo (30 a 60 min) e a concentracdo de acido (0,5 a 1,5% m/v) a uma
temperatura mais baixa de 121 °C, observaram maiores teores dos produtos de degradagéo
de pentoses ao aumentar a liberacdo das pentoses. Essa diferenca de comportamento pode

ser atribuida, principalmente a menor temperatura utilizadas pelos autores.

Figura 25 - Correlagbes entre os teores de aglUcares e de seus produtos de degradacdo nas
condic¢espropostas no planejamento.
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O perfil do teor de glicose com seu principal produto de degradacdo (HMF), Figura
25 B, apresentou um comportamento diferente ao apresentado para as pentoses. A
concentracéo de glicose mostra-se diretamente proporcional ao teor do HMF, o que sugere
que a medida que essa hexose é liberada a mesma é degradada. Esta correlagéo foi também
observada nos trabalhos de Karimi; Kheradmandinia e Taherzadeh (2006) e Castro et al.
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(2017), mostrando que independente das condi¢Ges de tratamento &cido avaliado, o teor
dos produtos de degradacdo da glicose aumentam com maior solubilizagdo desta hexose,
uma vez que a celulose é uma fracédo de dificil solubilizacdo em acido diluido.

Tendo em vista a importancia da recuperacdo da porcao polissacaridica durante o
processo de tratamento acido da palha de arroz para as subsequentes etapas de utilizacao
desses acucares, foi, entdo, realizado um balan¢co de massa a fim de verificar quais
condicdes experimentais apresentam menor perda de hemicelulose e de celulose. Os
balangos de massas de celulose e hemicelulose levaram em consideracdo os sélidos e 0s

liquidos recuperados, e estdo apresentados na Figura 26 A e B, respectivamente.

Figura 26 - Proporcdo de recuperacdo de celulose (A) e hemicelulose (B) na celulignina (=), no
hidrolisado hemiceluloésico (m) e a perda da fragdo acucarada (m), durante o
processamento da palha de arroz.
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Fonte: Arquivo Pessoal

A condicéo ideal de hidrolise acida, avaliando apenas o balanco de massa, é a que
proporcione uma maior a recuperacdo de celulose na fracdo sélida (celulignina) e de
hemicelulose na fracdo liquida (hidrolisado hemicelulésico). A Figura 26 A mostra a
recuperacdo de celulose nas diferentes fracGes e a perda para cada tratamento. Ressalta-se
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que a maior parte da celulose foi recuperada na celulignina a qual variou de 56,6 a 90,4%,
enquanto apenas uma pequena fragdo de celulose foi solubilizada no hidrolisado
hemiceluldsico (3,1 até 11,6%). Vale destacar que apenas 0s tratamentos mais Severos
(2,19 e 2,26) apresentaram uma recuperacdo menor que 72% de celulose na fracdo solida
(celulignina).

Em relacdo a fracdo hemicelul6sica (Figura 26 B), maior parte desta fracdo foi
recuperada no hidrolisado (de 42,9 até 80,1%) independente das condi¢des de tratamento
acido, enquanto que menores teores desse polissacarideo ficaram retidas na fracdo de
celulignina (2,7 a 25,0%). Ressalta-se que o tratamento com severidade de 1,67 foi o que
obteve maior valor de recuperagéo de hemicelulose na fragdo liquida.

Ainda avaliando o balango de massa, foi possivel analisar o comportamento do RHH
com a recuperacdo de hemicelulose na celulignina, assim como avaliar o efeito da

severidade sobre a recuperacdo das fracOes acucaradas. Os resultados estdo indicados na
Figura 27.

Figura 27 - Correlacao entre rendimento de hidrélise enzimética e a hemicelulose recuperada na
celulignina (A) e a severidade com a recuperacdo total das fracfes agucaradas (B).
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Fonte: Arquivo Pessoal

Avaliando o perfil do RHH em relagéo a recuperacao de hemicelulose na celulignina
(Figura 27 A), verifica-se que o valor maximo de RHH (~ 70%) foi obtido com a
recuperacdo da hemicelulose variando de 10 a 25%. Nota-se, ainda, uma diminui¢cdo no
RHH, para até 40%, com a menor recuperacdo de hemicelulose na celulignina, indicando

que, além de solubilizacdo, grande parte dos acUcares (xilose + arabinose) foram
degradados.
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No perfil da recuperacéo total das fracdes agucares, na celulignina e no hidrolisado
hemiceluldsico, em relacdo a severidade (Figura 27 B) nota-se que a recuperacdo das
fraches acucaradas apresentou valores em torno de 80% em tratamentos com severidade
menor que 1,8. Com aumento da a severidade, verifica-se um decréscimo expressivo da

recuperacdo, atingindo um valor minimo de 14%.

5.1.2.3 Analise Estatistica

Para melhor avaliar esses dados expostos anteriormente, foi usado o planejamento
experimental. Como varidveis resposta foram utilizados o rendimento de hemicelulose, a
concentracdo de furanos e fendlicos, os solidos recuperados e a celulose recuperada,
conforme apresentado na Tabela 7.

As estimativas dos efeitos, os erros-padrdo, o teste t de Student e os niveis de
significancia para os modelos em funcao da temperatura (X;) e concentracdo de H,SO4 (X2)
estdo mostrados na Tabela 8, além disso, os graficos de Pareto sdo apresentados na Figura
28.

Em relacio ao rendimento de hemicelulose solubilizada no hidrolisado
hemicelulésico (Figura 28 A), o efeito principal da temperatura é significativo ao nivel de
95% de confianga (p<0,05), e foi negativo, 0 que mostra que o pré-tratamento da palha de
arroz em baixos valores desta variavel resultou em uma melhor solubilizacdo de xilose no
hidrolisado celulésico.

Além disso, a variavel quadratica da temperatura (X;?) também foi significativa com
efeito negativo, indicando a curvatura dentro do modelo. Vale ressaltar que, embora o
efeito da concentracdo do &cido (principal) ndo tenha sido significativo (p<0,05), a
interacd@o entre temperatura e concentracdo de H,SO,4 (X1.X3) foi significativa ao processo,
ou seja, o efeito da concentracdo de H,SO, depende da temperatura utilizada no
tratamento. A interacdo tem efeito negativo, isto €, as respostas devem ser contrarias, € ja
que o efeito da temperatura é negativo, a combinacdo de 150 °C e 1,0% m/v de acido, a
qual o &cido estd em seu maior nivel, apresenta o maior rendimento de hidrolise da

hemicelulose.
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Tabela 7 - O rendimento de hemicelulose, concentracéo de furanos e fendlicos, perda de celulose e
massa recuperada, respectivamente, nas diferentes condi¢Ges avaliadas de acordo com
planejamento fatorial.

Variaveis Respostas
Tempo  H,SO, RHuemi [Furanos] [Fendlicos] SR Celulose
O my) (%) GO @D erm) eeres

(% m/m)
1 150 0,50 69,94 0,20 1,17 60,78 87,49
2 170 0,50 63,24 0,48 6,11 59,91 90,24
2.2 170 0,50 61,20 0,47 3,67 59,38 90,59
3 150 1,00 80,14 0,27 2,60 57,78 87,92
3.2 150 1,00 82,53 0,31 1,01 55,76 86,85
4 170 1,00 44,30 0,42 5,09 34,35 56,62
5 150 0,75 80,03 0,20 1,99 54,36 81,93
6 170 0,75 56,94 0,37 5,08 45,79 71,23
7 160 0,50 73,20 0,26 1,72 60,10 89,76
8 160 1,00 77,87 0,31 2,58 57,83 88,70
PC.1 160 0,75 70,14 0,39 3,45 47,48 75,95
PC.2 160 0,75 76,70 0,32 1,91 51,78 81,10

Fonte: Arquivo Pessoal.

Na Figura 28 B, avaliando a formacdo dos furanos (produtos de degradacdo de
acucares), nota-se que o efeito principal da temperatura (X;) é positivo e significativo,
mostrando que o aumento da temperatura aumenta a formacéo destes subprodutos. Além
deste efeito principal, apenas a interacdo entre as variaveis temperatura e concentracdo de
acido (X1.Xp) foi significativa ao processo com efeito negativo. Para os compostos
fenolicos (produtos de degradacdo da lignina), constata-se que apenas a temperatura
apresenta efeito principal significativo e positivo, mostrando que o aumento dos fendlicos
no hidrolisado hemiceluldsico pode ser relacionado ao aumento da temperatura (Figura 28
C).

Em relacdo a recuperacdo da celulose (Figura 28 D), verifica-se que todas as
variaveis foram significativas. O efeito da interacdo entre temperatura e concentracao de
H.SO,4 (X1.X2) foi o mais pronunciado e com sinal negativo, mostrando que as variaveis

independentes devem ter niveis contrarios. Ademais, a variavel quadratica do acido (X:%) e
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da temperatura (X;°) também foram significativas, com efeito positivo e negativo,

respectivamente, indicando a curvatura dentro do modelo.

Figura 28 - Gréfico de Pareto para o rendimento de hidrélise da hemicelulose (A), furanos (B),
fendlicos (C), celulose recuperada (D) e solidos recuperados (E) de acordo com
planejamento fatorial proposto.

A B
Temperatura(x,) --8,68 Temperatura(X;) -5,49
XX, 4,75 XXy -1.95
X, 3,87 [Acido](X,) 0.67
x? -0,69 Xy 0.25
[Acido] (xy) -0,47 X 0.25
p=0.05 p=0,05
Efeito Estimado Padronizado Efeito Estimado Padronizado
C D

Temperatura(X,) -4,85 [Acido](X,) - 385
X2 1,61 Temperatura(X;) ._3!49

[Acido](Xy) 0,72 XXy -2,98
(X% -0,63 X, 2,16
XX, -0,28 x° 1-1,35
p=0.05 p=0.05
Efeito Estimado Padronizado Efeito Estimado Padronizado
E

[Acido](X) --?:%
Temperatura(xy) .—? ;54

X7 486

X <133

p=0.05
Efeito Estimado Padronizado
*Significativo a 95% de confianca. X; (Temperatura, °C) e X, (Concentracdo de H,SO,4, % m/iv).
Fonte: Arquivo Pessoal.
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Tabela 8 - Efeitos estimados das variaveis no nivel de 95% de confianca para o rendimento de
recuperacao de hemicelulose, concentracdo de furanos e fendlicos, recuperacao de celulose
e massa recuperada de acordo com planejamento fatorial proposto.

Variavel Coeficiente de
Fatores Erro-padréo testatistico p-valor
Resposta regressao
Média 74,478 1,590 46,831 0,00000
RHuem Xy -10,870 1,125 -9,666 0,00001
(%) Xy* -8,928 1,977 -4,516 0,00196
XiXo -6,962 1,356 -5,133 0,00089
R?=0,94
Média 0,326 0,012 26,193 0,000000
Furanos Xq 0,095 0,015 6,400 0,000124
(@/L) XX, 0,043 0,018 2,438 0,037469
R? =0,84
Fendlicos Media 3,032 0,388 7,808485 0,00437
(/L) X 1,648 0,476 3,464696 0,04050
R?=0,71
Média 80,542 1,277 63,092 0,00001
X -6,001 0,786 -7,636 0,00466
Celulose X’ 5,979 1,374 4,353 0,02240
Recuperada Xe -6,249 0,786 -7,952 0,00415
(%) X" 6,671 1,374 4,856 0,01667
X1 Xz -8,170 0,926 -8,822 0,00307
R?=0,88
Média 49,853 0,976 51,090 0,00002
Solidos X4 -5,048 0,713 -7,084 0,00578
Recuperados Xe -5,568 0,713 -7,814 0,00436
(%) X" 4,692 1,213 3,368 0,03058
X1 Xz -4,769 0,832 -5,731 0,01055
R =0,82

*Significativo a 95% de confianga. X; (Temperatura, °C) e X, (Concentracdo de H,SO4, % m/v).

Fonte: Arquivo Pessoal.

Quanto a massa de sélidos recuperada (Figura 28 E), verifica-se que a concentracao
de &cido tem o maior efeito, e apresenta sinal negativo, mostrando que o pré-tratamento da
palha de arroz em baixas concentracdes de acido resulta em uma maior recuperacdo de
solidos; seguida do efeito principal da temperatura, que também apresenta sinal negativo.
Destaca-se que, a interacdo entre temperatura e concentragdo de H,SO, (X1.X2) também foi

significativa, com efeito negativo, indicando que as variaveis independentes devem possuir
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niveis contréarios. Além disso, a variavel quadratica da concentragdo de 4cido (X,%) também
foi significativa com efeito positivo, indicando a curvatura dentro do modelo.

A analise de variancia (Tabela 8) mostra que os modelos apresentaram um elevado
coeficiente de determinacdo (R®) e também nao houve falta de ajuste significativo nos
modelos. Isto significa que os dados experimentais se ajustam e, portanto o efeito das
varidveis temperatura e concentracdo de H,SO,4 sobre as respostas avaliadas, descrevendo-

as pode ser descrito pela seguintes Equacdes.

RHH = 74,48 — 10,87 X; — 8,93 X,% — 6,96 X, X, (13)
Fur = 0,326 + 0,095 X; — 0,043 X;X, (14)
Fen = 3,032 + 1,648 X, (15)
CR = 80,54 — 6,00X; — 5,98 X,? — 6,25X, + 6,67 X, — 8,17 X;X, (16)
SR = 49,85 — 5,05 X; — 5,57 X, + 4,69 X,% — 4,77 X, X, (17)
Onde:

RHH = Rendimento de hidrélise da hemicelulose (%),
Fur = Soma dos furanos (g/L),

Fen = Soma dos fendlicos (g/L),

CR = Celulose recuperada (%),

SR = Solidos recuperados (%),

X1 = Temperatura (°C)

X, = Concentracéo de H,SO4 (M/V).

As superficies de respostas para os modelos representados acima estdo apresentadas
na Figura 29.

Com o objetivo de maximizar o rendimento de hidrélise da hemicelulose (RHH), e
ao mesmo tempo obter um hidrolisado hemicelulésico com menor grau de toxicidade
(menor concentracdo de fendlicos e furanos), além de uma maior recuperacéo de celulose
na porgdo solida e maior solidos recuperados, foi entdo realizada uma analise de
otimizacdo numérica empregando o programa Design Expert 6.0, a partir da combinacao
das respostas para obter uma Unica condicdo otimizada. Um resumo do nivel étimo de cada
fator (variavel dependente) para maximizar o desempenho do pré-tratamento com acido

diluido € mostrado na Tabela 9.
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Figura 29 - Superficie de resposta do rendimento de hidrélise da hemicelulose (A), furanos (B),

fenodlicos (C), celulose recuperada (D) e sélidos recuperados (E) no planejamento fatorial
proposto.
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Tabela 9 - Resumo do nivel 6timo de cada variavel dependente para maximizar o desempenho do
pré-tratamento com &cido diluido.

Efeito

Critério de

Variavel Dependente Otimizagio  Temperatura Codnecanztsrgiéo
Rendimento de hidrolise da hemicelulose  Maximizar l 0
Soma dos furanos Minimizar ! 7
Soma dos fendlicos Minimizar ! .
Celulose recuperada Maximizar ! !
Solidos recuperados Maximizar ! !

(1) Alto nivel, (|) Baixo nivel, (*) Sem significancia significativa (¢) Sem significancia
significativa, mas a interagdo apresenta significancia.
Fonte: Arquivo Pessoal

De acordo com esta analise da Tabela 9, foi definida a condicdo otimizada,
utilizando 0,85% m/v de H,SO,4e 150 °C. Em seguida, com o objetivo de validar o modelo
obtido para a hidrélise acida a partir dos solidos tratados com 4alcali, foram realizados
novos experimentos de tratamento acido nas seguintes condi¢fes otimizadas. As respostas
previstas pelo modelo, assim como a confirmacdo do modelo, estdo apresentadas na
Tabela 10. Este resultado mostra que o0 modelo descreve bem a regido em estudo, uma vez
que os valores experimentais estdo dentro da faixa de variacdo, prevista por este mesmo

modelo

Tabela 10 - Condicdo otimizada as respostas previstas pelo modelo assim como a confirmagdo do
modelo estdo apresentadas

Variavel Independente Condigdes Otimizada
Concentracéo de Acido Sulfarico (% m/v) 0,85
Temperatura (°C) 150
Valor

Variavel Dependente

Otimizado Experimental
Rendimento de hidrdlise da hemicelulose (%) 79,1+10,11 78,7432
Soma dos furanos (g/L) 0,248+0,022 0,263+0,030
Soma dos fendlicos (g/L) 1,384+0,878 1,119+0,056
Celulose recuperada (% m/m) 76,3+22.4 93,0457
Sélidos recuperados (% m/m) 55,3+7,3 62,6+4,3

Fonte: Arquivo Pessoal
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5.1.2.4 Curva de tempo na condicdo otimizada de tratamento acido

Considerando que o tempo de tratamento acido nos ensaios do planejamento foi
fixado em 20 min, foram realizados experimentos na condi¢do experimental de tratamento
acido otimizada (150 °C e 85 mg de H,SO./g de biomassa) para acompanhamento dos
parametros de hidrélise acida durante a rampa de aquecimento (55 min) e um tempo de até
30 min em temperatura constante, totalizando 85 min.

A Figura 30 mostra o perfil da composicdo quimica da palha de arroz tratada com
alcali, ap6s o tratamento acido na condicdo otimizada em diferentes tempos. O teor de
celulose presente nos solidos variou pouco entre 35 e 55 minutos e atingiu seu maximo
(uma média 63,4+0,9%) apos 55 minutos. Ao avaliar o teor de hemicelulose, nota-se que
sua composi¢do diminuiu com o tempo, chegando no valor médio minimo de 5,3+0,2%,
ap6s 55 minutos de reacdo. Em relacdo a lignina, a variacdo foi de apenas 5% nos
diferentes tempos ( de 12,8 a 17,5%, um valor médio de 14,5%). Quanto ao teor de cinzas
nota-se um aumento linear com o tempo (taxa de 0,9% por minuto), atingindo o maximo
de 16% apos 85 min de reacéo.

O perfil de liberacdo de agucares no hidrolisado hemiceluldsico e o rendimento de
hidrolise da hemicelulose (RHH) estdo mostrados na Figura 31. Nota-se que a maior
concentracdo de xilose (19,1 g/L) foi atingida ap6s 65 min de reacdo e decrescendo para
17,2 g/L com 85 min. Esses resultados indicam que apds 65 min, ndo ha solubilizacdo de
xilana, ocorrendo apenas a degradacdo da xilose ja liberada. Verifica-se, também, que a
quantidade de arabinose liberada nos diferentes tempos de hidrdlise mostrou pouca
variacdo, sendo observada uma concentracdo média de 4,0 g/L durante todo o tempo de
reacdo. O fato de altas concentracGes de arabinose terem sido detectadas nos tempos
iniciais de hidrolise acida pode ser explicado por essa pentose ser um grupo pendente
ligado a cadeia de xilose, uma vez que a hemicelulose na palha de arroz pode ser
representada majoritariamente pela arabinoxilana (BINOD et al., 2010).

Ainda na Figura 31, nota-se que os maiores valores de rendimento de hidrolise da
hemicelulose foram alcangados entre 55 e 65 minutos com valores de aproximadamente
85%. Este parametro, ap0s 65 min, decresceu a 77% no tempo de 85 min. Ja em relacéo a
solubilizacdo da glicose, observa-se uma crescente liberacdo desta hexose até 55 minutos
de reacdo onde atinge um maximo de 2,8 g/L. A partir deste momento, a concentracdo

diminuiu até 2,5 g/L, sugerindo degradacao.
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Figura 30 - Composicdo quimica da palha de arroz tratada com alcali apds o tratamento &cido,
hemicelulose (m), lignina (m), cinzas (m) e celulose (m).
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Fonte: Arquivo Pessoal.

Figura 31 - Teor de glicose (m), Xilose (m) e arabinose (=) e rendimento de hidrélise da
hemicelulose (e e linha de tendéncia =) presentes no hidrolisado hemicelulésico ap6s
tratamento acido utilizando 0,85% m/v de acido e 150 °C.
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Fonte: Arquivo Pessoal.

Os hidrolisados obtidos também foram analisados quanto aos teores de subprodutos
sendo os maiores niveis destes compostos observados nos hidrolisados obtidos com maior
tempo de reacdo. Para o acido acético (Figura 32) nota-se uma crescente concentracdo
com o tempo, com uma maxima concentracdo de 0,35 g/L, o que correspondeu a 88%de
solubilizacdo do grupo acetil presente na biomassa.
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Figura 32 - Liberacdo de &cido acético no hidrolisado hemicelulésico apés tratamento acido

utilizando 0,85% m/v de acido e 150 °C.
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Fonte: Arquivo Pessoal.

Figura 33 - Liberacdo de furanos no hidrolisado hemicelulésico apos tratamento acido utilizando

0,85% m/v de &cido e 150 °C, sendo &cido furoico (m), furfural (=) e HMF (m).
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Fonte: Arquivo Pessoal.
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Figura 34 - Liberacdo de fendlicos no hidrolisado hemicelul6sico apds tratamento &cido utilizando
0,85% m/v de é&cido e 150 °C, sendo siringaldeido (m), acido vanilico (=), acido

p-cumarico(m), acido feralico (m) e pirocatecol (m).
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O perfil de formacdo de furanos (acido furdico, HMF e furfural) é mostrado na
Figura 33. Em todos os tempos avaliados ocorreu uma baixa concentracdo desses
subprodutos e a soma destes ndo ultrapassou a 330 mg/L no hidrolisado hemicelulésico. A
baixa concentracdo de furfural (< 5 mg/L) pode ser justificada pela sua degradacdo em
acido furdico, o qual que apresentou a maior concentragdo em todos os tempos avaliados
(de 206 a 301 mg/L). J& o HMF, produzido a partir da degradacdo da glicose, apresentou
um aumento linear com o tempo, com uma taxa de 3,9 mg/L por minuto (R®> = 0,90),
atingindo um valor de 26 mg/L.

A formacdo de fendlicos (siringaldeido, &cido vanilico, p-cumaérico, ferulico, e
pirocatecol), Figura 34, mostra um aumento linear com o tempo em uma taxa de 0,12
mg/mL (R? = 0,84) e 0,14 mg/mL (R? = 0,86) para siringaldeido e o &cido vanilico,
respectivamente. No entanto, o acido p-cumarico e ferdlico atingem um méaximo a 35
minutos, decrescendo ap6s este tempo. Com relacdo ao pirocatecol, que foi o composto de
degradacdo com maior concentracdo nessas condi¢Ges de hidrélise &cida, apresenta um
aumento até 55 minutos, atingindo uma concentracdo maxima de 1,7 g/L, decrescendo
paral,2 g/L em 85 minutos.

Com base nos resultados obtidos considerando a alta e eficiente solubilizacdo da
hemicelulose no hidrolisado hemicelulésico, assim como um elevado teor de celulose na
celulignina foi, entdo, estabelecido o tempo de 10 minutos como o 6timo para o tratamento
acido (85 mg de H,SO, /g de biomassa e temperatura de 150 °C), o que representou uma
severidade de 1,25. Vale ressaltar que a partir do acompanhamento do tempo de reacéo, o
tempo de tratamento &cido foi reduzido em 10 min, comparado ao do planejamento

inicialmente estudado.

5.1.2.5 Condicdo de tratamento acido em maior escala

Visando a obtencdo de uma maior quantidade de celulignina para a utilizacdo nas
etapas posteriores do trabalho, foi realizado um ensaio de hidrdlise acida em reator de 80 L
nas condic¢des previamente otimizadas (85 mg de H,SO,/g de palha tratada com alcali, com
10 minutos a temperatura constante de 150 °C) empregando 3,2 Kg da palha de arroz
tratada com alcali (PD) e 32 litros de solucdo acida de 0,85% (m/v). Apds lavagem com
agua até pH 6,5 e secagem natural ao sol ate atingir 10% de umidade, esse sélido foi

caracterizado quimicamente e denominado de palha de arroz tratada com alcali e acido
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(PTnaoH+H2s04), Sendo utilizado nas etapas seguintes do trabalho. A composi¢do quimica
durante o processamento da biomassa e o balanco de massa dos tratamentos estdo

apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 - Composicdo quimica, massa recuperada e porcentagem de remocao de cada fracdo
durante o processamento da palha de arroz tratada com alcali e acido (PT naoH+H2s04)-

Composicéo (g/100g) . Recuperacéo
Recuperacao*
Componentes Total**
In natura PTNaoH PTnaoH+H2s04 (%)

(%)
Celulose 34,56 42,07 58,24 82,4 69,3
Hemicelulose 22,01 23,95 5,89 14,6 11,0
Xilana 19,29 20,52 5,89 17,1 12,5
Arabinana 2,72 3,44 0,00 0,00 0,00
Grupos acetil 2,50 0,41 0,00 0,00 0,00
Lignina total 15,50 12,47 19,37 92,4 51,4
Lignina insoluvel 12,90 10,94 18,28 99,4 58,2
Lignina soltvel 2,60 1,53 1,09 42,4 17,2
Cinzas 13,92 9,65 9,67 59,6 28,6
Outros 11,52 11,45 6,83 35,5 24,4
Total 100,00 100,00 100,00 59,5 41,1

PTnaon = palha de arroz tratada com alcali; PTyaon+H2s04 = palha de arroz tratada com alcali e acido;
* Recuperacdo da etapa de desacetilagdo, calculada considerando 59,5% de solidos a recuperados
nesta Unica etapa. ** Recuperagdo do pré-tratamento, todas as etapas de tratamento, calculada
considerando 41,1% de sélidos recuperados.

Fonte: Arquivo Pessoal

O mesmo procedimento de hidrélise &cida foi realizado com palha de arroz in natura
e 0 solido obtido foi caracterizado quimicamente e denominado de palha de arroz tratada
apenas com acido (PTh2so4). A composicdo quimica durante o processamento da biomassa
e 0 balango de massa dos tratamentos estdo apresentados na Tabela 12.

Nota-se que a maior composicdo da fracdo celuldsica foi na PTnaoH+H2s04, CUJO
aumento foi de aproximadamente 25% quando comparados a PTppsos. Ademais, a
PTNaoH+H2s04 @presentou uma diminuicdo na composicdo dos grupos acetil, lignina e
cinzas, a reducéo foi de 100, 30 e 40%, respectivamente, quando comparada a PTs04.

Avaliando a recuperacdo de cada componente, nota-se que mesmo passando por dois
tratamentos, a recuperagdo da celulose na PTnaor+H2s04 (69%) foi maior em relagdo a palha
de arroz tratada apenas com acido (53%), o que permitiu aumento do acucar disponivel nas

etapas posteriores.



98

Tabela 12 - Composicdo quimica, massa recuperada e porcentagem de remogdo de cada fracdo
durante o preocessamento palha de arroz tratada apenas com acido (PTwzso4).

Componentes Composicao (g/1009) Recuperacéo*
In natura PT 2504 (%)
Celulose 34,56 46,75 53,40
Hemicelulose 22,01 3,21 5,76
Xilana 19,29 3,21 6,57
Arabinana 2,72 0,00 0,00
Grupos acetil 2,50 0,98 15,48
Lignina total 15,50 28,12 71,66
Lignina insoltvel 12,90 26,88 82,31
Lignina solavel 2,60 1,24 18,84
Cinzas 13,92 16,21 46,00
Outros 11,52 4,73 16,22
Total 100,00 100,00 -

PThoso4 = palha de arroz tratada apenas com acido; * Recuperacdo da hidrolise acida controle,
calculada considerando 39,5% de s6lidos a recuperados nesta Unica etapa.
Fonte: Arquivo Pessoal

A composicdo dos hidrolisados hemiceluldsicos obtidos a partir da palha de arroz
tratada com alcali (PTnaon) € da palha de arroz in natura estdo apresentados na Tabela 13.
Em relacdo as fracdes acucaradas, nota-se apenas uma pequena variacao, especialmente
nos teores de xilose, que é principal aclcar liberado na hidrolise acida, o que resultou em
similares rendimento de hidrdlise hemicelulose (94%). Chen et al. (2012c) e Castro et al.
(2017) ndo observaram esse mesmo comportamento na severidades utilizada no presente
estudo (1,25). Segundo os autores, os resultados podem ser explicados pelo fato de que,
sob as condices de maior severidade, a fracdo esterificada da xilana, que pode atingir até
4 % da biomassa, é facilmente hidrolisada e, portanto, o efeito do tratamento alcalino
torna-se atenuado. Dessa forma, sugere-se que esse fendmeno também é observado em
altas temperaturas, mesmo em tratamentos acidos com baixa severidade. Mostrando
também que a severidade combinada ndo é um parametro ideal para comparar tratamentos
com temperaturas muito variadas.

Quanto ao &cido acético, o hidrolisado obtido pelo tratamento da palha de arroz
tratada com alcali e &cido (HHnaon+H2s504) apresenta um teor de apenas 0,3 g/L. No entanto,
nos hidrolisados obtidos a partir da palha in natura (HHu2s04)0 nivel deste acido foi de 1,4
g/L. Pode-se observar uma reducéo significativa (78,6%) quando comparamos o0s dados.
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Os resultados j& eram esperados, uma vez que o tratamento alcalino removeu 0s grupos
acetil, e a concentracdo de acido acético liberada depende do tipo de biomassa (FENGEL;
WEGENER, 1989).

Tabela 13 - Composicdo quimica do hidrolisado hemiceluldsico ap6s o tratamento &cido, na
condicdo otimizada em diferentes tempos.

Composicao do Hidrolisado Hemicelulésico

Componentes (g/L) . . .
Alcali + Acido Acido
Acucares e acido acético
Glicose 3,1+0,2 3,6+0,2
Xilose 20,9+0,3 19,5+1,8
Arabinose 4,8+0,2 3,3+0,4
Acido Acético 0,30,2 1,4+0,1
Produtos de degradacéo de acUcares
HMF 0,019+0,002 0,055+0,003
Acido Furéico 0,285+0,047 0,199+0,033
Furfural nd 0,003+0,000
Produtos de degradacéo de lignina
Pirocatecol 0,663+0,106 1,285+0,051
Acido Vanilico 0,014+0,002 0,037+0,003
Alcool vanilil 0,095+0,005 0,098+0,008
Vanilina nd 0,017+0,002
Acido p-cumarico 0,003+0,001 0,020+0,001
Acido ferdlico 0,016+0,002 0,012+0,004
RHH (%) 94,19+1,6 94,24+2,1

RHH = rendimento de hidrélise da hemicelulose

Fonte: Arquivo Pessoal

Analisando o teor de furanos, em geral, ocorreu maior degradacdo dos aglcares no
HHu2s04. Observou-se que o furfural ndo esta presente no hidrolisado HHnaoH+H2504, NO
entanto, o teor de acido furdico esta em maior concentragdo (285,2 mg/L) quando
comparado ao hidrolisado &cido (198,7 mg/L). O HMF apresentou concentracéo trés vezes
menor N0 HHNaoH+H2s04 quando comparados ao HHy2so4.

Em relacdo aos fenolicos, nota-se que 0 HHy2s04 apresenta uma maior degradacao da
lignina. Verifica-se que o pirocatecol, acido vanilico e p-cumarico apresentaram maior teor

no HHu2so4 quando comparado ao no HHnaon+H2s04, duas, trés e seis vezes maior,
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respectivamente. A vanilina ndo foi detectada no hidrolisado produzido no processo alcali
+ 4cido, enquanto a concentracdo no HHp2s04 fOi de 17,2 mg/L. O teor do alcool vanilil e

acido ferulico ndo apresentaram diferenca entre os dois hidrolisados.

5.1.2.6 Andlise das mudancas estruturais da palha de arroz

Como discutido nas etapas anteriores desste trabalho, durante o processamento da
palha de arroz ocorre uma série de modificacfes nos teores de cada fracdo, em funcdo do
tratamento realizado. No entanto, além das modificacbes quimicas, o processamento
também é capaz de causar mudangas estruturais na fibra (LANGAN et al., 2014).
Buscando avaliar estas modificaces estruturais foram analisadas as fotomicrografias, em
microscopio eletrénico de varredura, e o indice de cristalinidade (Ic) da celulose, utilizando
a técnica de difracdo de raios-X, para a palha de arroz in natura, palha de arroz tratada com
alcali e palha de arroz tratada com alcali e &cido. Os resultados destas analises s&o
mostrados na Figura 35 e Figura 36, para as fotomicrografias e indice de cristalinidade,
respectivamente.

As fotomicrografias em MEV foram realizadas com o objetivo de se verificar as
mudangas estruturais ocorridas no material durante os processos alcalino e alcalino +
acido. A Figura 35 mostra as caracteristicas morfologicas da palha de arroz in natura
(Figura 35 A), submetida ao tratamento alcali (Figura 35 B) e ao tratamento alcali e acido
combinados material (Figura 35 C), obtidas por meio de microscopia eletrbnica de
varredura (MEV) com ampliagéo de 50 e 2000 vezes.

Na ampliacdo de 50 vezes, verifica-se que o tratamento alcalino na palha de arroz
promoveu a uma reducdo do tamanho das fibras, mostrando uma leve desorganizacéo, mas
sem rompimento da estrutura principal (Figura 35 A e B). No entanto, a palha tratada com
alcali e &cido exibiu uma estrutura mais desorganizada, com maior exposicao das fibras, o
que aumentou a area superficial e a porosidade do material (Figura 35 C). Apesar de
ambos os tratamentos se mostrarem eficazes aumentando a exposicdo da superficie nas
amostras de palha, a morfologia da PTnaon €sta mais conservada do que a na PTnaon+H2504-

Este resultado esta diretamente relacionado com as caracteristicas de cada etapa do
pré-tratamento empregado. O tratamento alcali desfaz a estrutura lignocelulésica
principalmente pela remocdo dos grupos acetil e redugdo parcial da lignina e cinzas,
permanecendo a celulose e hemicelulose (CHEN et al., 2012; CASTRO et al., 2017). Por

outro lado o tratamento com acido sulfurico diluido eficaz, além de solubilizar a maioria
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Figura 35 - Fotomicrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura das amostras de
palha de arroz: in natura (A), tratada com alcali (B) e tratada com alcali e acido (C).
Ampliagao: 50 vezes (lado esquerdo) e 2000 vezes (lado direito).
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Fonte: Arquivo Pessoal.
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dos acucares hemicelulésicos no processo, é capaz de diminuir o tamanho médio das
particulas, levando a uma maior digestibilidade da celulose (LEU; ZHU, 2013).

Em relacdo a ampliacdo de 2000 vezes, as micrografias do MEV sugerem que o
tratamento alcalino aumentou a rugosidade das fibras, provavelmente devido a retirada de
parte da lignina, deixando expostos os tricomas (pélos) desenvolvidos através de células
silificadas, formadas por silica (HUSTON, 1972), estruturas cilindricas presentes na
fotomicrografia da Figura 35 B. Pode-se observar um maior desgaste causado apos
tratamento 4acido, Figura 35 C, pela retirada da cinzas (auséncia de tricomas) e
hemicelulose.

A andlise por MEV também mostrou diferenca significativa entre a palha in natura e
a palha submetida a diferentes tratamentos. Ambos os tratamentos, alcali e alcali + acido,
foram eficazes no que diz respeito as mudancas estruturais, aumentando a exposic¢do da
area superficial nas amostras de palha. No entanto, a morfologia da PTnaon+H2s04 Mostra
que esse tratamento levou a uma maior exposi¢éo das fibras que a PTnaon-

Amostras de celulose sdo rotineiramente analisadas para determinar seu arranjo
cristalino e cristalinidade (LIANG et al, 2014; HUANG et al, 2017; XU et al, 2017). Dessa
forma, com o objetivo de avaliar a estrutura cristalina da celulose da palha de arroz antes e
apos os tratamentos quimicos empregados, foi utilizada a técnica de difracdo de raio-X. Os
difratogramas das amostras de palha de arroz in natura, tratada com alcali e tratada com
alcali e acido estdo apresentados na Figura 36. Observa-se com clareza a presenca de dois
picos no difratograma em 20 proximo a 16° e 23°. Nos difratogramas das palhas que
passaram por tratamentos quimicos verifica-se ainda um pico perto de 35°. Esses picos sao
caracteristicos da celulose do tipo I, estrutura encontrada na celulose nativa (FRENCH,
2014), mostrando que esta estrutura se mantém durante os tratamentos.

No difratograma foram medidas as intensidades de um dos picos de difracdo
caracteristicos de celulose I (plano 002, proximo a 20 22,5°) e o vale proéximo a 18° que
representa o material amorfo das amostras. A partir desses valores de intensidade, foram
calculados os indices de cristalinidade das amostras conforme proposto por Segal et al.
(1962), e os resultados estdo apresentados na Tabela 14. Segal et al. (1962) criou um
método répido para a calcular a medida empirica da cristalinidade relativa da celulose, a
partir do indice de cristalinidade (Ic). Para determinacéo do Ic da celulose foi calculada a
razdo entre a intensidade do pico referente ao plano 002 (22° <26<23°) e amorfa
(18°<26<19°).
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Figura 36 - Difratograma de raios-X das amostras de palha de arroz: in natura (preta), tratada com
alcali (vermelha) e tratada com alcali e &cido (azul).
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Fonte: Arquivo Pessoal.

Tabela 14 - Intensidade do pico de difracdo que representa o material cristalino e o vale minimo do
halo que representa o material amorfo e indice de cristalinidade das amostras de palha de
arroz: in natura, tratada com alcali e tratada com alcali e acido.

Palha de arroz l(002) la) Ic (%)
In natura 9994,913 4642,312 53
PTNaoH 9994,913 4715,382 53
PTNaoH+H2s504 9994,912 4042,950 58

loz) = Intensidade do pico de difragéo que representa o material cristalino; 1) = Intensidade vale
minimo do halo que representa o material amorfo; Ic = indice de cristalinidade
Fonte: Arquivo Pessoal

Conforme demonstrado por Park et al. (2010), o indice de cristalinidade obtido pelo
método de Segal ndo é adequado para realizar comparacdes entre dados da literatura, uma
vez que varias variaveis da analise podem afetar a medida. No entanto, como todos os
difratogramas foram gerados nas mesmas condi¢cdes de analise, foi possivel realizar a
comparacdo entre as amostras, ja que tratamentos quimicos na biomassa lignocelulésica
podem afetar a cristalinidade da celulose.

Pode-se perceber que conforme os tratamentos quimicos foram aplicados, ocorreu a
diminuicdo da intensidade em 20, referente & regido amorfa e os picos ficaram mais

resolvidos.
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Os resultados obtidos mostraram que o indice de cristalinidade da palha de arroz in
natura foi 53%, valor semelhante ao da palha tratada apenas com alcali, enquanto que na
palha de arroz tratada com alcali e &cido o indice de cristalinidade foi 58%.
Aparentemente, o tratamento alcali + &cido aumentou o indice de cristalinidade da fibra em
5%. Esse aumento da cristalinidade se deve provavelmente a remogdo dos componentes

ndo celuldsicos durante o processamento da biomassa, principalmente hemicelulose.

5.2 Hidrolise Enzimatica

Esta etapa teve como objetivo avaliar o perfil de hidrélise enzimatica (sacarificacao)
da palha de arroz pré-tratada (alcalino + acido) empregando elevados teores de sélidos (16,
20 e 24% m/v). Nesta etapa, foi também avaliada a forma de conducdo do processo de
hidrolise enzimatica (batelada simples e batelada alimentada) empregando o teor de s6lidos
de 24% m/v. Os ensaios foram conduzidos em reator ndo-convencional do tipo Moinho de
Bolas Vertical (MBV) empregando condigOes operacionais previamente estabelecidas por
Castro, 2016 (carga enzimatica de 29,5 FPU por grama de celulose, 30 esferas de vidro,
temperatura de 46 °C e agitacdo de 100 rpm).

Os ensaios foram nomeados de acordo com a forma de conducédo da hidrdlise e teor
de s6lidos empregados, conforme se segue: BS16 (batelada simples com 16% m/v), BS20
(batelada simples com 20% m/v), BS24 (batelada simples com 24% m/v) e BA16+4+4
(batelada alimentada em reator inicialmente com 16% m/v, e adi¢do de 4% m/v apés 10 h e
24 h, totalizando 24% m/v).

A Figura 37 apresenta o perfil de liberacdo de agucares (glicose, celobiose e xilose),
o rendimento de hidrélise enziméatica (RHE) da palha de arroz pré-tratada nos diferentes
teores de sélidos avaliados em batelada simples, assim como a correlacdo entre a liberagédo
de glicose e celobiose e rendimento de hidrdlise enzimatica com o teor de sélidos.

Nota-se, na Figura 37 A, que o0 aumento no teor de solidos favoreceu a liberagédo de
glicose e celobiose apresentando valores maximos de 76 e 7 g/L para 16% m/v; de 85 e 8
g/L para 20% m/v e de 100 e 10 g/L para 24% m/v, respectivamente, 0 que se justifica pelo
maior conteudo de celulose disponivel na reacdo de hidrdlise enzimatica. Esse mesmo
comportamento ndo foi verificado para a xilose (Figura 37 B), uma vez que a liberagdo
desta pentose foi favorecida apenas com o aumento de solidos de 16 para 20% m/v, sendo

que nos ensaios com 20% m/v, a concentracdo de xilose obtida foi similar ao observado
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com 24% m/v, durante 36 h de reagdo. A concentragdo maxima de xilose obtida foi de 6,4
g/L para 16% m/v e de 7,9 g/L para 20 e 24% m/v de sélidos.

Figura 37 - Perfil de liberacdo da glicose (linha sélida) e celobiose (linha tracejada) (A), xilose
(B), rendimento de hidrélise da celulose (C) empregado na hidrolise enzimatica de palha de
arroz tratada com alcali e cido: batelada contendo 16% m/v (m), batelada contendo 20%
m/v (e) e batelada contendo 24% m/v (A). E a correlacdo da liberacdo de glicose e
celobiose (m) e rendimento de hidrolise enzimatica (e) com o teor de sélidos (D).
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Fonte: Arquivo Pessoal.

Para uma melhor analise destes dados, foi entdo analisado o perfil do rendimento de
hidrolise enzimética (RHE) nas diferentes condicGes avaliadas conforme mostrado na
Figura 37 C. Este parametro relaciona o teor de glicose e celobiose com a quantidade de
glicose teorica que pode ser obtida da fragdo celulosica em cada tratamento. Verifica-se
que o maior valor de rendimento de hidrolise (80%) foi alcangado ap6s 36 h com 16% m/v
de solidos (BS16), sendo reduzido para 72% (cerca de 10%) nos ensaios conduzidos com
20 ou 24% m/v, o que pode ser atribuido a diversos ao aumento da viscosidade da reacao,

dificultando a mistura e transferéncia de massa. O impacto do aumento dos sélidos sobre o
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RHE da celulose tem sido amplamente reportado na literatura, porém os resultados variam
de acordo com o tipo de biomassa, pré-tratamento empregado, condi¢des de sacarificacéo,
conducdo do processo, configuracdo do reator, dentre outros. Por exemplo, Gupta et al.
(2012), avaliando a hidrdlise enzimatica da madeira de algaroba previamente
deslignificada (clorito de sédio a 120 °C por 30 minutos), observaram uma reducdo do
rendimento de hidrdlise em 33%, quando o teor de solidos foi elevado de 15 para 20% m/v,
0 que correspondeu a um valor de RHE de 60 e 40%, respectivamente, apds 48 h. Estes
autores realizaram o0s experimentos em biorreator convencional (STR) empregando 9
FPU/g de celulose.

J& no estudo realizado por Lu et al. (2010), os resultados de rendimento da hidrélise
enzimatica foram similares (=73%), empregando 17, 25 e 33% m/v do residuo da colheita
do milho pré-tratado por explosdo a vapor. Neste estudo, as reagdes foram conduzidas em
frascos de 250 mL, com uma carga enzimatica de 47 FPU/g de celulose, a 50 °C por 96 h.
Utilizando palha de arroz pré-tratada com acido (0,65% m/v de &cido sulfarico a 152 °C
por 10 min), Kapoor el al. (2016) constataram que o aumento do teor de so6lidos de 16 para
20% m/v promoveu uma reducéo no rendimento de hidrolise enzimética de 77 e 55%, o
que representou uma reducdo de 25% neste parametro. Estes ensaios foram realizados em
biorreator convencional (STR) de 5 L, com uma carga de celulase de 19 FPU/g de celulose
a 50 °C por 48 h.

Comparando os resultados de Kapoor el al. (2016) aos obtidos no presente estudo,
ambos com 20% m/v de palha de arroz pre-tratada, nota-se um maior valor de RHE (cerca
de 31% superior) com um menor tempo de hidrolise (12 horas a menos) para as condi¢oes
do presente estudo. Os melhores resultados de RHE observados no presente estudo com
20% m/v de s6lidos em relacdo ao trabalho de Kapoor el al. (2016) podem ser atribuidos a
trés fatores: 1) a utilizacdo do tratamento alcalino anterior a hidrélise acida, 2) maior carga
enzimatica e 3) configuracao do reator.

Analisando Figura 37 D, nota-se que uma correlacéo positiva para a solubilizacéo da
celulose (liberacdo de glicose e celobiose) e negativa para o rendimento de hidrélise
enzimatica com o teor de sélidos. Nota-se ainda que ambos 0s comportamentos foram
lineares com coeficientes de determinacéo (R?) acima de 0,79. Esses resultados mostram
que, mesmo aumentando o teor de sélido na reacdo, a digestibilidade da celulose ndo é
proporcional. Esse comportamento foi também obtido por Cara et al. (2007) na hidrolise
enzimética da poda de oliveira pré-tratada (explosdo & vapor seguida de deslignificacdo

com hidréxido de so6dio) numa faixa de variagdo de solidos de 2 a 33% m/v. Empregando
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papel de filtro (de 5 a 33% m/v), Kristen, Felby e Jorgensen (2009) observaram uma
diminuicdo tanto no rendimento de hidrélise enziméatica quanto na adsor¢do de enzimas
com o aumento do teor de sélidos, concluindo que o efeito dos solidos pode ser explicado
pela inibicdo da ligacdo das celulases ao substrato. O efeito dos sélidos sobre o rendimento
de hidrolise enzimatica tem sido reportado na literatura ndo apenas na reagdo de
sacarificacdo de biomassas lignocelul6sicas, mas também no processo que combina
sacarificacdo e fermentacdo simultdnea (JORGENSEN; KRISTEN; FELBY, 2007;
VARGA et al. 2004).

Ainda na Figura 37, verifica-se que a maior concentragdo de glicose liberada (100
g/L) na hidrolise enzimética da palha de arroz pré-tratada foi obtida com o maior teor de
solidos avaliados (24% m/v) correspondendo a 72% de RHE. Mesmo apresentando um
rendimento de hidrolise inferior aos observados com 16 e 20% m/v, esse resultado tem se
mostrado similar aos observados na literatura por diversos autores. Por exemplo, Lu et al.
(2010), utilizando residuo da colheita do milho pré-tratado por explosao a vapor, contendo
42,8% de celulose, obtiveram 74,2% de RHE, apds 96 h, com 25% m/v.

Em outro estudo, Zhao et al (2013), empregando bagaco de cana-de-aglUcar pré-
tratado com formilina (86,2% de celulose), alcancaram 70% de RHE, ap6s 144 h, com
25% ml/v de solidos. Ludwig et. al (2014), usando a palha de trigo pré-tratada com alcali
diluido (73% de celulose), alcangaram 133 g/L de glicose, 0 que equivale a 76% de RHE
apos 48 h de hidrdlise enzimatica. Esses estudos sugerem que, mesmo utilizando diferentes
tipos de biomassas, formas de pré-tratamentos e condi¢Ges operacionais variaveis, o uso de
alto teor de solidos (=25% m/v) na etapa de hidrélise enzimatica por batelada simples
parece limitar o valor de RHE. Essa limitacdo pode ser atribuida a alta viscosidade do
sistema, uma vez que o emprego de alto teor de sélidos dificulta seriamente a mistura e a
transferéncia de massa da reacdo (CARDONA et al.2015).

A literatura tem mostrado que uma forma de contornar estes problemas relacionados
a mistura, € 0o emprego da batelada alimentada, ja que o rendimento de hidrolise
enzimatica, principalmente empregando elevados teores de solidos, é influenciado tanto
pela configuracdo do reator quanto pela forma de conducdo do processo(HODGE et al.,
2009; GUPTA et al., 2012 e CARDONA et al.2015).

Com o objetivo de aumentar o rendimento de hidrdlise enzimética da palha de arroz,
e, consequentemente, obter uma maior concentracdo de glicose para fermentacéo, foi
avaliado o processo de hidrélise enzimatica por batelada alimentada em reator MBV com

24 % m/v de solidos totais.
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A Tabela 15 apresenta os parametros obtidos nas diferentes formas de conducéo do
processo de hidrdlise enzimética da palha de arroz pré-tratada, empregando o teor de
solidos de 24% m/v. Nota-se que em batelada simples, com exce¢do da concentracao de
xilose, o reator MBV mostrou um desempenho muito superior em relacdo ao frasco, sendo
observado um aumento de 40 e 80% nos niveis de glicose e celobiose, respectivamente, o
que correspondeu a um aumento de 44% no RHE.

Com relacdo a batelada alimentada, que foi avaliada apenas no reator MBV,
verificou-se que os parametros de hidrélise enzimatica foram levemente superiores ao da
batelada simples, apresentando um aumento no valor de RHE, em cerca de 10%. Esses
resultados séo superiores aos obtidos por Yang et al. (2010) que também empregaram um
reator cilindrico contendo esferas de aco, para facilitar a mistura reacional. Os autores
utilizaram o residuo da plantacdo de milho pré-tratado com acido diluido (0,8% m/v 158°C
por 10 min) com 18% m/v de sélidos totais e observaram um aumento maximo de 5% nos
valores de RHE na batelada alimentada (adig&o inicial de sélidos de 60% e 20% ap6s 12 e
24 h) em relacdo a batelada simples. Neste trabalho, foi também constatado que o
fracionamento da enzima durante o processo foi menos efetivo do que sua adicao total no
inicio da reacdo, corroborando o modelo proposto por Cardona et al. (2015). Esses autores
observaram que a adicdo inicial de toda enzima resultou em maiores rendimentos de
glicose e um processo mais eficiente em termos de energia devido a liquefacdo mais rapida

e a suplementacéo de sélidos mais rapidas na batelada alimentada.

Tabela 15 - Parametros obtidos nas diferentes formas de condugdo do processo de hidrdlise
enzimatica empregando o teor de solidos de 24% (m/v).

Batelada
Simples Alimentada**
Parametros Erlenmeyer Reator MBV Reator MBV
Glicose (g/L) 70,9914,32 100,19+0,39 108,51+7,53
Celobiose (g/L) 5,84+0,04 10,55%0,42 12,93%0,70
Glicose* (g/L) 77,14+4,36 111,29+0,84 122,02+8,27
Xilose (g/L) 7,15+0,56 7,98+0,33 7,85+0,86
RHE (%) 49,66+2,81 71,65+0,54 78,5615,32

**Batelada alimentada em reator MBV = inicialmente com 16% m/v, e adicdo de 4% m/v apds 10
h e 24 h, totalizando 24% m/v, durante 48 h.
Fonte: Arquivo Pessoal.
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Resultados de rendimento de hidrélise enziméatica semelhantes ao do presente estudo
foi obtido por Zhao et al (2013) utilizando o bagaco de cana-de-agucar pré-tratado com
formilina. Os autores empregaram frascos Elenmeyers com 25% m/v de solidos e
encontraram um valor de RHE = 80% na batelada alimentada e de = 70% em batelada
simples. Gupta et al. (2012) também observaram um aumento no rendimento de hidrolise
enzimatica com 20% m/v de madeira de algaroba, previamente deslignificada ao empregar
batelada alimentada (RHE = 64%) quando comparada a batelada simples (RHE = 40%), o
que correspondeu a um aumento de cerca de 57%. Porém, os valores de RHE obtidos pelos
autores sao inferiores aos observados no presente estudo. Essas variacfes nos resultados
podem ser atribuidas ao tipo de biomassa e condic¢des de processo.

De acordo com Chandra et al. (2010), a utilizacdo da batelada alimentada diminui os
problemas de mistura e de transferéncia de massa/calor, j& que a adicdo gradual de sélidos,
reduz a viscosidade do sistema. Com base nos resultados obtidos no presente estudo ficou
demonstrado que a batelada alimentada favoreceu a sacarificacdo, indicando que a
estratégia empregada reduziu o grau de viscosidade da palha pré-tradada com 24% m/v.

Conforme j& mostrado anteriormente, o rendimento de hidrdlise enziméatica da
batelada alimentada com 24% m/v da palha de arroz (BA16+4+4), foi similar ao obtido em
batelada simples com 16 m/v (RHE = 80%). E importante ressaltar que, até as 10 horas de
reacdo, ambos os ensaios (BS16 e BA16+4+4) apresentaram o mesmo teor de solidos
(16% m/v), porém a carga enzimatica empregada no ensaio BA16+4+4 foi cerca de 50%
maior do que a carga utilizada no ensaio BS16 (44,3 FPU/g de celulose e 29,5 FPU/g de
celulose, respectivamente). Estes ensaios foram entdo comparados e o perfil de liberagédo
da glicose e celobiose estdo mostrados na Figura 38 A e B, respectivamente.

Nota-se na Figura 38 A, que apesar da diferenca na carga de enzimas, a
concentracdo de glicose produzida foi similar até 10 h, atingindo um valor de 55 g/L.
Dessa maneira, pode-se inferir que a utilizacdo da maior carga enzimatica ndo favoreceu a
liberacdo de glicose para o teor de solidos inicial de 16% m/v. No entanto, nesse mesmo
periodo de tempo (10 h), a liberacdo de celobiose (Figura 38 B) apresentou um aumento
de 77% na maior carga enzimatica (ensaio BA16+4+4), indicando que a quantidade de f-
glicosidase foi insuficiente para a clivagem da celobiose em glicose, o que resultou em seu
maior acimulo. Estes resultados sugerem a necessidade de otimizagdo da carga enzimatica
para 0 processo de sacarificagdo com altos teores de sélidos, especialmente no que se

refere a quantidade de B-glicosidase no extrato enzimatico.
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Figura 38 - Perfil de liberagdo da glicose (A) e celobiose (B) durante a hidrélise enzimética de
palha de arroz tratada com alcali e acido: batelada simples em reator contendo 16% m/v (m)
e batelada alimentada em reator contendo inicialmente 16% m/v, e adi¢do de 4% m/v apds
10 h e 24 h, totalizando 24% m/v (e).
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Fonte: Arquivo Pessoal.

5.3 Impacto da sequencia de pré-tratamento na hidrélise enzimatica

Com objetivo de verificar o impacto da sequencia de pré-tratamento utilizado durante
no processamento da palha de arroz sobre o rendimento de hidrolise enzimatica, os sélidos
obtidos em cada etapa (1) alcalino (PTnaon); 2) acido (PTuzsos) € 3) alcalino+acido
(PTNaon+H2s04) foram submetidos ao processo de sacarificacdo por batelada alimentada,
nas condi¢Ges experimentais previamente estabelecidas, em reator MBV. Inicialmente,
foram avaliadas algumas caracteristicas fisicas aparentes importantes de cada material na
hidrolise , como: densidade aparente e absor¢do de agua apresentados na Figura 39 e
Figura 40, respectivamente. Em relacdo a densidade aparente (Figura 39 B), fica evidente
que a palha tratada com alcali apresenta uma densidade muito inferior as outras palhas
avaliadas. Nota-se que a densidade aumentou com a realizagdo do tratamento acido, sendo
a PTNaon+H2s04 Mais densa que a PThzsos.

A densidade aparente foi de 0,14; 0,16 e 021 g/cm3 para PTnaon, PThzsos €
PTNaoH+H2s04, Calculada a partir da Figura 39 B. Confirmando, o que a Figura 39 A ja
indicava.

Para avaliar a absorcdo de &gua, foi preparada uma mistura de palha + agua, na
proporcdo de 16% de sélidos, foi tirada uma foto antes e apds 10 min da adicdo de agua

(Figura 40 A e B, respectivamente). Esta propriedade seguiu 0 mesmo comportamento da
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densidade aparente, mostrando que quanto maior a densidade, mais agua é adsorvida.
Observa-se que imediatamente ap6s a adicdo de agua (Figura 40 A), as palhas tratadas
com acido adsorveram a agua rapidamente e, apés os 10 min, todo a palha fica
umidificada, apresentando pouca ou nenhuma agua residual (Figura 40 B). Enquanto, na
PTnaon, a absor¢do foi mais lenta e, mesmo apds 10 min, verifica-se uma parcela da palha
seca, sem adsorver gua. Essa propriedade é de extrema importancia, uma vez que agua €
um pré requisito para atividade das enzimas hidroliticas, além de ser crucial para o
mecanismo de transporte durante a hidrdlise, possibilitando a transferéncia de massa no
processo (FELBY et al., 2008).

Figura 39 - Densidade aparente da palha de arroz tratada com alcali (PTyaon acido (PThaso4) € NA
alcali e acido (PTnaon+H2s04). Sem compactacdo (A) e compactada (B).

A

B _4

Fonte: Arquivo Pessoal.

Foram entdo avaliados os perfis de solubilizacdo dos acUcares e rendimento de
hidrélise enzimética para cada material, a Figura 41. A solubilizagdo da celulose foi muito
dificultada, e praticamente ndo se observou a liquefacdo da biomassa durante o ensaio. 1sso
ja era esperado uma vez que a baixa a absor¢do de dgua no material limita a etapa de
sacarificacdo. Nota-se que a hidrolise enzimatica empregando 24% m/v da palha de arroz
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tratada com Adlcali apresentou um teor de 18,9 e 1,8 g/L para glicose e celobiose,
respectivamente, o que correspondeu a um rendimento de hidrdlise de 20%.

Figura 40 - Absorcdo de agua no teor de 16% m/v na palha de arroz tratada com alcali (PTnaon),
acido (PThzs04) € alcali e &cido (PTnaon+H2s04). A0 adicionar a agua (A) e 10 min apds a
adigdo (B).
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Fonte: Arquivo Pessoal.
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Quanto aos demais tratamentos, foi possivel observar que o tratamento alcalino +
acido (108,4 g/L) promoveu um aumento de 25%, quando comparado aos resultados
obtidos com o material tratado apenas com acido (84,3 g/L). Isso pode ser explicado pela
diferenca no contetdo de celulose presente nos materiais avaliados (PTh2so4 = 46,8 €
PTNaoH+H2so4 = 58,2%), uma vez que o teor desta fracdo foi proporcional ao aumento
observado. Ao avaliar a celobiose, foi verificado um aumento de 85% na concentragédo
deste dissacarideo na hidrdlise da palha arroz tratada com alcali e acido (12,9 g/L) em
relacdo aos valores obtidos apenas com a PTso04 (Figura 41 B). Observou-se, ainda, que a
concentragdo de celobiose permaneceu praticamente constante apds 20 horas de ensaio.

O perfil de solubilizacdo da xilana, expresso em funcdo da concentracdo de xilose,
esta mostrado na Figura 41 B. A maior concentracdo desta pentose foi observada na
hidrolise enzimatica utilizando a palha tratada com alcali (13,7 g/L), seguida da palha

tratada com alcali + &cido (7,9 g/L) e da palha tratada apenas com acido (6,3 g/L).
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Considerando a composicdo de xilana em cada palha de arroz tratada PTnaon (20,5%),
PTh2s04 (3,2%) € PTnaoH+H2s04 (5,9%), vide Tabela 11 e Tabela 12, e o teor de maximo de
xilose liberada durante a hidrolise enzimatica foi feita uma correlacdo dessas varidveis
(gréfico ndo exposto). Observou-se que a concentracdo de xilose liberada se correlaciona
linear e positivamente com teor de xilana do material, ou seja, a solubilizacdo da xilana
depende diretamente da composicdo desta fracdo no material submetido a hidrolise

enzimatica.

Figura 41 - Perfil de liberacdo da glicose (linha solida) e celobiose (linha tracejada) (A), xilose (B)
e rendimento de hidrélise da celulose (C) na hidrélise enzimatica da palha de arroz tratada
com alcali e acido (m), tratada apenas com acido () e tratada apenas com alcali (A).
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Fonte: Arquivo Pessoal.

A Figura 41 C apresenta o rendimento de hidrélise enzimatica obtidos pela
solubilizacdo da celulose da PTnaoH+H2s04, PTHzsos © PTnaonw. Ambas as palhas que
passaram pelo tratamento acido, apresentaram perfil de rendimento de hidrolise enzimatica

semelhante, até 10 h de ensaio e, com aumento do teor de solidos através da alimentacéo,
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passaram a exibir uma diferenca de 5%. A PTw2sos € PTnaon+H2s04 @presentaram 73 e 78%
de RHE, respectivamente. No entanto, Chen et al. (2012), realizando a hidrélise enzimética
de residuos da plantacdo de milho (2% m/v, 16FPU/g de celulose a 50 °C em frascos
Erlenmeyer por 168 h), observaram um incremento de 15% no rendimento de hidrolise
enzimaética no tratamento alcali + &cido, quando comparado a apenas uma Unica etapa de
pré-tratamento por hidrélise &cida.

Semelhante aos trabalhos de Chen et al. (2012), Castro et al. (2017), observaram que
a palha de arroz tratada com alcali + acido era mais suscetivel a hidrolise enzimatica do
que a palha de arroz tratada apenas com &cido, uma vez que apresentaram um RHE de 89 e
73% , respectivamente, o que correspondeu a um aumento de 22%. Os autores realizaram a
hidrolise enziméatica com 8% m/v, com uma carga enzimatica de 20 FPU/g celulose a 43
°C em frascos Erlenmeyer por 48 h. Os trabalhos observaram diferencas significativas
quando realizaram as hidrélises enzimaticas em baixos teores de solidos. Dessa forma a
pequena diferenca no RHE na hidrélise enzimatica da PThzsos € PTnaon+H2sos, além do
valor tdo baixo para PTna.on pode ser possivelmente explicada pelo elevado teor de
solidos.

De acordo com literatura, a principal vantagem do emprego de altos teores de sélidos
na etapa de hidrolise enzimatica é a possibilidade de obtencdo de elevadas concentracdes
de acucares fermentesciveis, podendo assim alcancar titulos de etanol compativeis com os
custos de destilacdo (KRISTENSEN et al., 2009; MODENBACH; NOKES 2013). Entdo,
mesmo com a pequena diferenca no RHE, apresentada para alto teor de s6lidos da hidrolise
enzimatica das PTyzso4 € PTnaoH+H2s04, UM maior teor de glicose foi liberada ao utilizar a
PTnaon+H2sos. 1SS0 ressalta a importancia do tratamento sequencial (alcali + acido), uma
vez que exibe uma maior concentracao de glicose apds a hidrdlise enzimatica, podendo ser
utilizado para obter uma alta concentracdo de etanol,

Para a maioria das principais tecnologias de pré-tratamento, o teor de celulose nos
substratos é relativamente baixo e/ou a hidrélise enzimatica apresenta baixos rendimentos
de hidrolise, impossibilitando a obtencdo de etanol em concentracdes maiores que 40 g/L
(CARDONA et al., 2015).

Com base nos resultados obtidos no presente estudo, a batelada alimentada
(BA16+4+4) utilizando a palha de arroz tratada com alcali + &cido foi selecionada, e

empregada nos estudos posteriores.
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5.3.1 Balanco de massa

Apo6s obtengdo dos mondmeros de glicose e xilose nos hidrolisados celuldsicos e
hemiceluldsicos, respectivamente, foi feito um balanco de massa sob as condicGes
otimizadas para os pre-tratamentos, alcali + acido (Figura 42), e ap6s uma Unica etapa de
tratamento alcalino ou &cido (Figura 43), seguidos pela hidrdlise enzimética. O objetivo
desta etapa é melhor avaliar o processamento da palha de arroz, apenas comparando 0s
tratamentos neste trabalho, dessa forma, foram consideradas todas as recuperagdes
massicas e liquidas, mesmo sabendo que as operacdes unitarias de separacdo sélido/liquido
em escala laboratorial ndo foram otimizadas. Além disso, foi considerado uma massa
inicial da palha in natura de 100 g.

Conforme pode ser calculado, a partir da Figura 42 para o tratamento sequencial
(&lcali + acido), a eficiéncia de recuperacdo da hemicelulose no hidrolisado hemicelulésico
(HH) foi 10 vezes maior do que na celulignina. Um comportamento contrario e de mesma
magnitude (~10 vezes) foi observado pra celulose, que apresentou uma maior recuperacao
no hidrolisado celuldsico (HC), mostrando uma grande separacdo das fracGes agucaradas
guando o tratamento sequencial é empregado.

Avaliando apenas o tratamento acido da palha de arroz in natura (Figura 43),
verifica-se que apesar de apresentar um alto valor de recuperacdo de hemicelulose no HH,
23 vezes maior do que na celulignina, nota-se que, para a celulose, a diferenca foi de
apenas 3 vezes maior no HC. Mostrando que em relacdo ao fracionamento da celulose e
hemicelulose o tratamento sequencial foi mais efetivo.

Em relacdo ao tratamento alcalino, ainda na Figura 43, nota-se que apesar das
mudancas quimicas que favorecem a hidrolise enzimatica, este tratamento ndo foi eficiente
na recuperacdo de acucares no hidrolisado celulésico com altos teores de sélidos.

Com os dados de recuperacdo de cada fracdo acucarada em relacdo a palha in natura,
foram compilados na Tabela 16, permitindo a comparacao entre os tratamentos.

Nota-se que o tratamento que recuperou maior fragdo celulose foi o sequencial, que
foi o duas e cinco vezes maior que apenas o tratamento acido e alcalino, respectivamente.
Avaliando a recuperagdo da hemicelulose, o tratamento acido apresentou maior
recuperacdo total dessa fracdo, mas apenas 17% maior quando comparado ao tratamento

sequencial.
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Tabela 16 - Eficiéncia de recuperac¢do em cada fracdo obtida em cada tratamento.

REC Tratamento Alcalino Tratamento Acido Tratamento Sequencial
(%) _ .
Licor HC Total HH HC Total Licor HH HC Total
Cel 11 - 11 7 23 30 11 4 47 61
Hemi 2 - 2 64 3 67 2 50 5 57
Acetil 36 - 36 40 - 40 36 4 - 40

REC = recuperacdo; Cel = celulose; Hemi = hemicelulose; Acetil = grupos acetil; Licor = licor
alcalino; HC = hidrolisado celuldsico obtido ap6s hidrélise enzimética; HH = hidrolisado
hemicelulosico.

Fonte: Arquivo Pessoal.

Com base nos resultados obtidos pode-se inferir que a sequéncia de tratamento
proposta no presente trabalho proporcionou um efetivo fracionamento da palha de arroz em
duas correntes separadas de carboidratos, hidrolisado hemiceluldsico rico em xilose e
hidrolisado celuldsico rico em glicose, permitindo assim 0 uso destas correntes para a
producdo de etanol com vantagens adicionais, como a reducdo da toxicidade da fracdo de
hidrolisado hemicelulésico, uma vez que grande parte do acetato (potencial inibidor
microbiano) foi solubilizado no licor alcalino.

Com o aumento da producdo de etanol por via bioquimica a partir de matérias-primas
lignocelul6sicas, é interessante encontrar um destino para este residuo rico em acetato e
lignina, corroborando assim, com o conceito atual de biorrefinarias integradas (NREL,
2009). Por exemplo, a lignina presente neste licor pode ser recuperada e empregada como
uma fonte natural de antioxidantes, tendo grande potencial na produgdo de compostos de
alto valor agregado nos campos quimico, alimentar, farmacéutico, téxtil e cosmético
(CASTRO, 2016; MUSSATTO, DRAGONE, ROBERTO, 2007).



Figura 42 - Diagrama do balanco de massa para as condi¢des otimizadas do processamento sequencial (alcali + acido) da palha de

arroz.
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Figura 43 - Diagrama do balango de massa na condicdo otimizada do processamento da palha de arroz, que passou apenas por uma

etapa.
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5.4 Fermentacao do hidrolisado celulésico

Nesta etapa, foram utilizados, como substrato da fermentacdo, os hidrolisados
celulosicos obtidos por batelada simples (HCBS) e batelada alimentada (HCBA) em reator
MBYV, ambos processados com 24% m/v da PTnaon+H2s04. INiCialmente, foram realizados
ensaios com o hidrolisado celuldsico da batelada simples para avaliacdo da necessidade de
centrifugacdo dos solidos residuais, assim como sua suplementagdo nutricional. Para isto,
foram preparados dois tipos de meios de fermentacdo: 1) Slurry celulésico (SC) composto
pela mistura (liquido e sélido residual); e 2) Hidrolisado celul6sico (HC) composto apenas
pela fracdo liquida. Para o estudo nutricional, os meios foram fermentados na presenca ou
auséncia dos seguintes componentes, em g/L: 1,0 de (NH4),SO4, 1,5 de KH,PQ,, 0,1 de
MgSQO,.7H,O e 3,0 de extrato de levedura. Os ensaios foram conduzidos em frascos
Erlenmeyer na temperatura de 43 °C, sob agitacdo de 100 rpm com a levedura
Kluyveromyces marxianus Y - 6860.

A Figura 44 apresenta o perfil de consumo de glicose e producdo de etanol da
fermentacdo por K. marxianus empregando os meios SC e HC na presenca e auséncia de

nutrientes.

Figura 44 - Consumo de glicose (A) e formagéo de etanol (B) por K. marxianus empregando o
slurry celuldsico (SC) sem nutriente (m) ¢ com nutriente (e) e o hidrolisado celulésico
(HC) sem nutriente (A) e com nutriente (V) obtidos a partir da hidrélise enzimatica com
24% m/v da palha de arroz pre-tratada.
100 40

32 T / """ - '"”’Tfﬁi?/"";'l;:'V:T'
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O T T T T T T nrwlrrnwwwnl 777777¥ O T T T T T T T T T
0 3 6 9 12 15 18 21 24 0 3 6 9 12 15 18 21 24

Tempo (horas) Tempo (horas)

Fonte: Arquivo Pessoal.
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Conforme pode ser visto na Figura 44 A, a levedura foi capaz de utilizar a glicose
em todos os meios avaliados, porém o consumo quase que total desta hexose foi observado
apenas no HC com suplementacéo de nutrientes, apos 18 h. Nos demais meios, os perfis de
assimilacdo de glicose foram similares, sendo ainda constatado um residual de glicose
(aproximadamente 30%), ap6s 24 h. Com relagdo ao etanol (Figura 44 B), nota-se que a
maior producédo foi obtida no HC com suplementagdo nutricional atingindo um valor de
32,0 g/L, ap6s 17 h. Nos demais meios, a concentracao de etanol foi similar (cerca de 22
g/L), o que correspondeu a um decréscimo de 31% quando comparado aoc HC com
suplementacdo nutricional.

A partir destes resultados, foram calculados os parametros fermentativos de K.

marxianus nos diferentes meios avaliados, apresentados na Tabela 17.

Tabela 17 - Pardmetros fermentativos da producéo de etanol por K. marxianus NRRL Y-6860 nos
diferentes meios avaliados.

Meios de Fermentacgéo

Parametros SC HC
SN CN SN CN
Etanol (g/L) 20,9 24,4 22,9 30,6
GC(%) 68,4 75,1 67,7 95,7
Yris(9/9) 0,39 0,44 0,40 0,44
Qr (9/L h) 0,87 1,02 0,95 2,04
n(%) 76,5 86,3 78,4 86,3

SC = slurry celulésico; HC = hidrolisado celuldsico; SN (sem suplementacdo nutricional); CN
(com suplementacdo nutricional), GC (glicose consumida), Yps (fator de conversdo de glicose em
etanol), Qp (produtividade volumétrica em etanol) e 1 (eficiéncia do bioprocesso).

Fonte: Arquivo Pessoal.

Analisando a Tabela 17, verifica-se que nas condicOes experimentais avaliadas a
produtividade volumétrica em etanol (Qp) foi 0 pardmetro que apresentou a maior variagao
(de 0,87 a 1,88 g/L.h), enquanto que o fator de conversdo em etanol variou de 0,39 a 0,46
g/g. Nota-se ainda, que todos os parametros foram favorecidos, tanto na auséncia de
solidos quanto com suplementacdo de nutrientes, indicando um efeito sinérgico destas
variaveis, ou seja, os maiores valores foram observados no hidrolisado celulosico (ausente
de solidos) com suplementagdo nutricional. Estes resultados sugerem que: 1) o hidrolisado
celulésico obtido nas condigdes deste estudo ndo apresenta uma constitui¢cdo nutricional

adequada para o bioprocesso, sendo, portanto, necessaria a sua suplementacdo e 2) o0s
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solidos residuais da hidrolise enzimatica afetam a transferéncia de massa do sistema,
levando a uma menor eficiéncia do processo fermentativo.

Baseando-se nos resultados obtidos, foi entdo selecionado o meio a base de
hidrolisado celulésico (auséncia de solidos) com suplementacdo de nutrientes para a
conducéo dos ensaios de fermentagcdo em reator do tipo Moinho de Bolas Vertical (MBV).
As condicgdes experimentais (40 °C e 200 rpm de agitagéo) foram selecionadas de acordo
com os dados de Cunha et al. (2017). Todos os ensaios foram conduzidos com o
hidrolisado celulésico obtido por batelada alimentada (HCBA) contendo 110 g¢g/L de
glicose, o qual foi suplementada com os mesmos nutrientes utilizados nos ensaios
anteriores realizados em frascos. A concentracao inicial de inéculo (K. marxianus) foi de
3,0 g/L. Para efeito de comparacao, foram realizados ensaios adicionais, empregando um
meio semidefinido composto por glicose e nutrientes.

Os perfis de consumo de glicose celobiose e xilose, assim como de producgdo de
etanol, &cido acético, glicerol, biomassa e variagdo do pH por K. marxianus estdo
apresentados na Figura 45. Como pode ser observado nessa figura, a levedura foi capaz de
consumir totalmente a glicose no HCBA nas primeiras 12 h de fermentacao, enquanto, no
meio semidefinido, o consumo desta hexose foi incompleto, mostrando um residual de
22% neste mesmo tempo. Estes resultados podem ser explicados pela presenga do extrato
enzimatico no hidrolisado celulésico, o qual representa uma fonte de nitrogénio adicional
para células. O efeito positivo da presenca de celulases no consumo de glicose foi
observado por Szczodrak e Targonski (1987) ao utilizar a levedura Fabospora fragilis em
meio semidefinido.

Nota-se ainda, na Figura 45 A, que o consumo de glicose, no HCBA, mostrou um
perfil linear até 6 h com uma velocidade de 12 g/L.h e que entre 6 e 8 h, 0 consumo dessa
hexose foi praticamente paralisado, momento no qual a levedura iniciou o consumo da
celobiose. Apos este periodo, verifica-se uma retomada no consumo de glicose (na mesma
velocidade inicial), concomitante a assimilagdo da celobiose. Fonseca, Carvalho e Gombert
(2013), avaliando o consumo de diferentes carboidratos (glicose, frutose, sacarose, lactose
e galactose) por K. marxianus, observaram que esta levedura foi capaz de metabolizar
todos o0s acuUcares testados, sejam mondmeros ou dimeros. Verificaram ainda que a
levedura consome concomitantemente glicose e frutose, comportamento semelhante ao
obsevado no presentes estudo, com glicose e celobiose.

Em relacdo a xilose no hidrolisado celulésico, nota-se que esta pentose ndo foi

consumida pela levedura K. marxianus durante as 12 h de fermentagdo. De acordo com
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Rouhollah et. al (2007) o consumo de xilose por K. marxianus ocorre apenas com o
esgotamento da glicose. Como no presente estudo, a glicose acaba para o meio HC ao final

do tempo de fermentacgéo, ndo foi possivel observar o consumo de xilose.

Figura 45 - Consumo de glicose, celobiose (m) e xilose (») (A), producdo de etanol (B),
crescimento celular (C), formacdo de &cido acético (linha sélida) e glicerol (linha

tracejada) (D) por Kluyveromyces marxianus empregando hidrolisado celulésico de palha
de arroz (e) e meio semidefinido (m).
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Fonte: Arquivo Pessoal

Quanto a producdo de etanol (Figura 45 C), nota-se, para ambos os meios avaliados,
que o valor méximo foi atingido apds 12 h e que a formacdo deste produto foi favorecida
no meio a base de hidrolisado celulésico, apresentando uma producdo 30% maior (36,8
g/L), quando comparado ao meio semidefinido (28,4 g/L). J& com relacdo a formacao de

celulas (Figura 45 C), verifica-se um comportamento diferente, uma vez que producdo de
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biomassa foi favorecida no meio semidefinido, com menor produgdo de etanol. Esses
resultados revelam que o HC suplementado com nutrientes apresenta uma composi¢ao
mais adequada ao metabolismo fermentativo de K. marxianu, quando comparado ao meio
semidefinido. Isso reforca a importancia da composicdo do meio para direcionamento do
fluxo metabdlico para producdo de etanol. Vale ressaltar que as células se mantiveram
viaveis durante todo processo fermentativo.

A Figura 45 D apresenta o perfil do acido acético e glicerol, que séo os principais
subprodutos da fermentacdo. Nota-se que, no HC, o acido acético foi produzido desde o
inicio do processo, enquanto no MS a producéo deste &cido foi iniciada somente ap6s 6 h
de fermentagdo. A maior concentracdo de acido acético foi de 1,67 e 0,32 g/L no HC e no
MS, respectivamente, ap6s 12 h de fermentacéo.

Segundo Pentjuss et al. (2017) o acumulo de acetato citoplasmatico por K. marxianus
ocorre quando ha necessidade de NADH extra ou de acetil CoA citoplasmatica, que esta
relacionada com a producdo de biomassa. Entdo a maior concentragcdo de acido acético
obtida no HC, poderia explicar a menor concentracdo celular neste meio (Figura 45 C),
causada pela falta de acetil CoA. Assim, a producdo de &cido acético seria uma resposta
metabolica de K. marxianus para atenuar esse problema.

Similar ao observado para o &cido acético, a producgdo de glicerol por K. marxianus
foi superior em meio HC quando comparado ao MS. Observou-se, ao final de 12 h um
aumento de 76% na concentracdo deste metabodlito (Figura 45 D). De acordo com
Pentjuss et al., (2017), o glicerol é um dos principais metabdlitos secundarios produzidos
no metabolismo de K. marxianus. Uma de suas fun¢des é manter equilibrada a oxida¢do do
NADH citoplasmatico, principalmente, quando ha fornecimento limitado de oxigénio
impossibilitando sua regeneracdo pela cadeia de transportadora de elétrons.

Dessa forma, pode-se inferir que a maior quantidade de glicerol excretada no meio
HC esta intimamente relacionada com a producdo de acido acético, devido a necessidade
de manter o equilibrio redox citoplasmatico pelo excesso de NADH, produzido juntamente
com o acetato. Isso corrobora o trabalho de Pentjuss et al. (2017), onde relatou que o acido
acético é produzido juntamente com NADH e que o acimulo deste acido pode gerar um
desequilibrio redox citoplasmatico.

Na Tabela 18 estdo apresentados os parametros fermentativos de K. marxianus em
hidrolisado celul6sico de palha de arroz suplementado com nutrientes (HC) e meio
semidefinido (MS). Pode-se observar que o fator de conversédo de substrato em etanol

(Ypss) apresentou pouca variagcdo nos meios avaliados (0,30 e 0,34 g/g), no entanto, o fator
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Tabela 18 - Parametros fermentativos da producéo de etanol por K. marxianus NRRL Y-6860 nos

diferentes meios avaliados.

Parametros HC MD
Tempo de fermentacéo (h) 12 12
Xilose inicial (g/L) 8,7+0,0 -
Xilose final (g/L) 10,0+0,2 -
Xilose consumida (%) 0 -
Celobiose inicial (g/L) 11,8+0,0 -
Celobiose final (g/L) 8,2+0,2 -
Celobiose consumida (%) 30,1+1,8 -
Glicose inicial (g/L) 107,4+1,5 119,8+1,4
Glicose final (g/L) 3,5+1,6 26,2+0,8
Glicose consumida (%) 96,7+1,5 78,1+0,9
Biomassa inicial (g/L) 3,0+0,6 3,1+0,3
Biomassa final (g/L) 6,6+0,3 9,4+0,2
Etanol final (g/L) 36,8+0,4 28,425
Acido acético inicial (g/L) 0,0+0,0 0,0+0,0
Acido acético final (g/L) 1,7+0,4 0,3+0,1
Glicerol inicial (g/L) 0,3+0,1 0,0+£0,0
Glicerol final (g/L) 7,4+19 4,2+0,3
Yys (9/9) 0,035+0,010 0,067+0,003
Yxs (9/9) 0,033+0,009 0,067+0,003
Yess (9/9) 0,35+0,02 0,30+0,03
Yo (9/9) 0,34+0,01 0,30+0,03
Yeix (9/9) 10,69+2,75 4,58+0,74
Qx (g/L,h) 0,30+0,08 0,52+0,04
Qr (g/L h) 3,07+0,04 2,37+0,21
n (%) 69,61+2,96 59,69+6,52
n" (%) 67,20+2,93 59,69+6,52

Yxs (fator de converséo de glicose em células), Yx;s *(fator de conversao de glicose e celobiose em
células), Ypis (fator de conversdo de glicose em etanol), Yps* (fator de conversdao de glicose e
celobiose em etanol), Ypyx (fator de conversdo de substrato em etanol), Qs (produtividade
volumétrica em células) Qp (produtividade volumétrica em etanol), 1 (eficiéncia do bioprocesso
considerando consumo de glicose) e n* (eficiéncia do bioprocesso considerando consumo de
glicose e celobiose).

Fonte: Arquivo Pessoal.
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de conversdo em células no meio semidefinido (Yxss = 0,067 g/g) foi praticamente o dobro
do observado no HC (Yxss = 0,035 g/g), indicando que a producdo de etanol por K.
marxianus foi mais eficiente no HC, o que confirmado pelo maior valor de Ypx.

Nota-se ainda que a produtividade volumétrica em etanol (Qp), foi também
favorecida no meio a base de hidrolisado celulésico sendo encontrado um valor de 3,07
g/L.h ao final da fermentacdo. Esses resultados demonstram que o hidrolisado celulésico
de palha de arroz obtido no presente estudo apresenta caracteristicas favoraveis para
producdo de etanol por K. marxianus. No entanto, estudos posteriores sdo ainda
necessarios para avaliar o efeito individual de cada nutriente sobre o bioprocesso, assim
COMO seus niveis 6timos.

De uma forma geral, a producdo de etanol celulésico utilizando a levedura K.
marxianus tem sido focada no processo de sacarificacdo e fermentacdo simultanea (SSF)
sendo o processo de sacarificacdo e fermentacdo em separado (SHF) normalmente avaliado
com S. cerevisae. Dessa forma, os resultados foram comparados com outros trabalhos com
S. cerevisae em hidrolisado celulosico.

Dahnum et al (2015), po exemplo, avaliando a fermentabilidade do hidrolisado
celulésico de residuos de frutas (com glicose inicial de 107 g/L) por S. cerevisae comercial
a 10 g/L, obtiveram uma eficiéncia do bioprocesso de 87%, e uma produtividade de 1,98
g/L.h. Utilizando hidrolisado celul6sico de bagaco de cana contendo 117,2 g/L de glicose,
Suttiku et al (2016) avaliaram a fermentacdo de S. cerevisiae TISTR 5596 e obtiveram 48,2
g/L de etanol, com uma eficiéncia de 99%,. No entanto, a produtividade foi de 0,5 g/L.h.
Rana et al (2014), a partir de hidrolisado celulésico de residuos da plantagcdo de milho
(contendo 128 g/L glicose), realizaram ensaios fermentativos contendo 2 g/L de S.
cerevisae comercial e obtiveram 26,83 g/L de etanol e uma produtividade de 0,28 g/L.h
com uma eficiencia de 63%.

A Tabela 19 mostra os paramtros fermentativos da producdo de etanol a partir de
diferentes biomassas lignocelulésicas empregando diferentes configuracGes de processo
para producdo de etanol.Verifica-se que a produtividade volumétrica em etanol obtida foi
extremamente promissora, mesmo considerando a etapa de hidrélise enzimatica no tempo
de processamento quando comparada a SHF e ao SSF. Vale ressaltar que a menor
eficiéncia do processo observada no presente trabalho (70%) sugere a necessidade de
estudos adicionais, como otimizacdo da suplementacdo nutricional, aeracdo, concentragao

de indculo, pH inicial, entre outros.
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Tabela 19 - Pardmetros fermentativos da producdo de etanol a partir de diferentes biomassas lignocelulésicas empregando diferentes configuragdes de
processo para producdo de etanol.

n (nP) Qr (QP*)

Micro-organismo Materia Prima Hidrdlise enzimaética Fermentacéo Referéncia
(%) (9/L.h)
K. marxianus Palha de arroz BA16+4+4% SHF 67 (52) 3,07 (0,61) Presente Trabalho
o ) SHF 86 (54) 0,75 (0,25)
S. cerevisiae Polpa de mandioca BA12+4+4% Zhu et al. (2014)
SSF 77 0,36
o SHF 99 (58) 0,50 (0,19) )
S. cerevisiae Bagaco de cana BS20% Suttikul et al. (2016)
SSF 70 0,60
o ) SHF 81 (nc) 0,86 (0,22) )
S. cerevisiae Palha de trigo BS10% Alfani et al. (2000)
SSF 68 0,75
o ) SHF 89 (65) 0,28 (0,16)
S. cerevisiae Palha de milho BS10% Rana et al. (2014)
SSF 69 0,30
o ) SHF 90 (68) 0,19 (0,09) ] )
S. cerevisiae Palha de trigo BS10% Tomaés-Pejo et al. (2008)
SSF 79 0,34

n° = eficiéncia de processo calculado pelo etanol produzido a partir do teor de celulose dos sélidos pré- tratados, ou seja, simulando o processo
simultaneo (SSF); Qp = produtividade considerando tempo:de hidrolise enzimatica + tempo de fermentagdo; nc = ndo calculado
Fonte: Arquivo Pessoal.
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5.5 Fermentacao da fracdo hemiceluldsica

Na etapa de tratamento acido da palha de arroz (item 5.1.2.5) foi também recuperada
a fracdo liquida (hemicelulose), composta majoritariamente por xilose, a qual pode ser
eficientemente convertida em etanol. De acordo com Joelsson, 2016, dentro de um
contexto de biorefinarias, o aproveitamento desta fracdo em processos de bioconversao é
de fundamental importancia para a viabilidade econémica do processo. Dessa forma, essa
etapa teve como objetivo avaliar a fermentabilidade do hidrolisado hemiceluldsico
empregando a levedura S. stipitis, a qual tem sido apontada como uma das mais
promissoras para esta bioconversdo, apresentando caracteristicas Unicas que permitem
minimizar a producdo de xilitol, favorecendo desta forma a producdo de etanol
(AGBOGBO; COWARD-KELLY, 2008).

Para a realizacdo destes ensaios, 0 hidrolisado original foi submetido a uma etapa de
concentragdo para aumentar o teor de xilose em aproximadamente 3X (= 60 g/L). A
composi¢do quimica do hidrolisado hemicelul6sico antes e apds concentracdo esta
mostrada na Tabela 20. Pode-se observar, que ap06s a concentracdo do hidrolisado o teor
dos acucares foi aumentado proporcionalmente ao fator de concentracdo utilizado (cerca de
3 vezes), mostrando que ndo houve degradacdo destes componentes durante esta etapa.
Nota-se ainda que hd uma baixa concentracdo dos produtos de degradacdo de acucares e
lignina (ambos < 1,0 g/L) na composicdo do hidrolisado hemicelulésico concentrado e,
principalmente, a auséncia de acido acético, 0 que é vantajoso, uma vez que estes
compostos podem afetar o metabolismo fermentativo de leveduras.

O acido aceético, por exemplo, tem sido apontado na literatura como um dos
principais inibidores do processo fermentativo empregando a fracdo hemicelulésica.
Bellido et al. (2011) constataram que o &cido acético mesmo em baixas concentracdes (0,5
g/L) no meio fermentativo, contendo xilose como fonte de carbono, reduziu a produgéo de
etanol por Scheffersomyces stipitis em cerca de 20%.

A conversao de xilose em etanol é fortemente influenciada pelo meio fermentativo,
como presenca de inibidores, fatores ambientais e nutricionais, 0S quais impactam
fortemente a produtividade dos processos de bioconversdo. Dessa forma foi avaliado o
efeito da suplementagéo nutricional do hidrolisado hemiceluldsico sobre os pardmetros do

processo.
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Tabela 20 - Composi¢do quimica do hidrolisado hemicelulésico ap6s o tratamento acido, na
condicdo otimizada em diferentes tempos.

Composicéo do Hidrolisado

Componentes Hemicelulésico (g/L) FC
Original Concentrado
Acucares e acido acético
Glicose 3,110,2 10,4+0,3 3
Xilose 20,940,3 66,5+0,5 3
Arabinose 4,8+0,2 15,3+0,6 3
Acido Acético 0,3+0,2 nd !
Produtos de degradacao de agucares
HMF 0,196+0,002 0,068+0,005 !
Acido Furdico 0,285+0,047 0,582+0,018 2
Furfural nd nd -
Produtos de degradacao de lignina
Pirocatecol 0,663+0,106 0,337+0,004 !
Acido Vanilico 0,014+0,002 0,044+0,005 3
Alcool vanilil 0,095+0,005 0,133+0,015 =
Vanilina nd nd -
Acido p-cumérico 0,003+0,001 0,013+0,004 4
Acido ferdlico 0,016+0,002 0,012+0,002 =
FC = fator de concentragdo; | = diminui¢do da concentragdo; == manteve a concentra¢do original.

Fonte: Arquivo Pessoal.

A Figura 46 mostra o perfil fermentativo Scheffersomyces stipitis em hidrolisado
hemicelulésico de palha de arroz concentrado com e sem suplementacdo nutricional. Para
comparacdo foram também realizados ensaios em meio semidefinido.

Nota-se na Figura 46 A que a glicose foi totalmente consumida, apés 12 h,
independentemente dos meios avaliados, enquanto que a xilose mostrou uma assimilacéo
mais lenta nos meios a base de hidrolisado hemicelulésico (60 h) do que em meio
semidefinido (30 h). Com relacdo ao etanol (Figura 46 B), nota-se que concentragéo
méaxima deste produto coincidiu com o esgotamento da xilose nos meios avaliados, porém
0 valor obtido no hidrolisado hemicelul6sico, independentemente da suplementagéo
nutricional, foi cerca de 30% inferior ao observado no meio semidefinido (16,4 g/L). Estes

resultados revelam que: 1) a suplementacdo nutricional ao hidrolisado hemicelul6sico
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obtido nas condigBes deste estudo € desnecesséria, € 2) a composi¢do quimica do
hidrolisado afeta 0 desempenho fermentativo de S. stipitis.

Figura 46 - Consumo de glicose (linha tracejada) e xilose (linha sélida) (A) e produgdo de etanol
(B) por S. stipitis empregando hidrolisado hemicelulésico de palha de arroz suplementado
(m), ndo suplementado (e) e meio semidefinido (A).

20

Etanol (g/L)

e d

//

N
1

e

0

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60
Tempo (horas) Tempo (horas)

Fonte: Arquivo Pessoal.

O teor de etanol produzido no hidrolisado hemiceluldsico (com ou sem
suplementacdo nutricional) foi semelhante a obtida por Nigam (2001) também usando S.
stipitis, em hidrolisado hemicelulésico de palha de trigo destoxificado e com
suplementacdo nutricional (xilose = 50 g/L e &cido acético = 8 g/L), obtido por hidrolise
acida.. No entanto, no hidrolisado sem destoxificacdo (6,9 g/L de &cido acético), a
producdo de etanol foi de apenas 1,8 g/L, mostrando que a composi¢do do hidrolisado
contém altas concentracfes de acido acético que inibem a producdo por etanol, sendo
necessario a destoxificagdo. Com isso demonstramos a importancia do hidrolisado
hemicelulésico obtido no presente trabalho, que mesmo sem nenhum tipo de tratamento de
destoxificacao e suplementacao nutricional, possibilitou a fermentacédo por S. stipitis.

Cabe ressaltar que o crescimento celular ndo foi acompanhado devido a floculagéo
das células durante a fermentacdo, e que a arabinose ndo foi assimilada durante as
fermentacdes dos hidrolisados sem e com suplementacdo, respectivamente.

Com base nos resultados obtidos, foram determinados os parametros fermentativos
de S. stipitis nos diferentes meios avaliados, Tabela 21.

Pode-se notar que ndo houve diferenca significativa no etanol produzido no

hidrolisados hemicelulésicos com e sem suplementacgdo nutricional, e ocorreu uma reducéo
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de aproximadamente 30% ao comparar esses valores com meio semidefinido. A diferenca
se mostra mais acentuada ao avaliar a produtividade volumétrica em etanol (Qp) (~65%),
devido a utilizacdo mais lenta de xilose nos hidrolisados.

E possivel observar também que o maior fator de conversdo de substrato em etanol
(~ 0,28 g/g) foi obtido no meio semidefinido. Ao comparar esse valor aos fatores de
conversdao obtidos nas fermentacbes dos hidrolisados houve uma redugdo de
aproximadamente 18%. Nigam (2001) fermentando hidrolisado hemiceluldsico de palha de
trigo detoxificado obteve menor valor de produtividade (0,17 g/L.h), mas apresentou maior
Yess (0,36 g/g), pois mesmo apresentando a mesma quantidade de agucar inicial, ndo houve

total consumo.

Tabela 21 - Parametros fermentativos de S. stipitis em hidrolisado hemicelulésico de palha de
arroz (com e sem suplementacdo nutricional) e em meio semi sintético contendo xilose e
glicose como fonte de carbono.

Parametros HS HNnS MD
Etanol produzido (g/L) 12,0+0,8 11,5+0,9 16,4+1,7
Tempo de fermentacdo (h) 61 61 30
Qr (9/L h) 0,20+0,01 0,19+0,01 0,55+0,06
Yeis(9/9) 0,23+0,00 0,23+0,00 0,28+0,03
n(%) 45,2+0,1 45,4+0,2 55,945,6

*Calculados ao final do cultivo. HS (hidrolisado hemicelul6sico suplementado nutricionalmente),
HnS (hidrolisado hemiceluldsico sem suplementacédo nutricional), MD (meio semidefinido), Yps
(fator de conversdo de substrato em etanol), Qp (produtividade volumétrica em etanol) e n
(eficiéncia do bioprocesso).

Fonte: Arquivo Pessoal.

Verifica-se que a suplementacdo nutricional ndo promoveu melhorias nos
parametros do processo. Diferente do constatado por Silva (2007) que observou que a
suplementacdo nutricional favoreceu a producédo de etanol, melhorando a produtividade do
etanol (0,24 g/L.h), comparaveis . A producdo de etanol a partir de xilose depende de
fatores nutricionais e do hidrolisado hemiceluldsico obtido, no entanto, a necessidade de
alguns nutrientes varia de acordo com o género, a espécie e até mesmo estirpe de Micro-
organismos utilizados (PRIOR; KILIAN; PREEZ, 1989). Uma vez que foi avaliada a
mesma estirpe que Silva (2007) (Scheffersomyces stipitis NRRL Y-7124), os resultados
desse estudo demonstraram que, a utilizacdo do hidrolisado de hemicelulose de palha de

arroz tratado com alcali e &cido, € vantajosa.
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Os parametros fermentativos de S. stipitis nesses hidrolisados foram inferiores aos
valores observados para o meio semidefinido. Diferengas importantes foram observadas
nos fatores de conversdo e produtividade volumétrica em etanol. Dessa forma, estudos
adicionais sdo ainda necessarios para melhorar a fermentabilidade destes hidrolisados por

Scheffersomyces stipitis.

5.6 Analise do aproveitamento global da palha de arroz

A partir dos resultados obtidos em todas as etapas deste trabalho, foi realizado um
balanco material para a avaliacdo do potencial da palha de arroz pré-tratada para a
producdo de etanol e para a determinacdo do rendimento em etanol a partir das fracdes
acucaradas (celulose e hemicelulose). Este balango (Figura 47) possibilitou uma avaliagdo
de cada etapa calculando a eficiéncia de recuperacdo das fragdes agucaradas em cada
processo. Para os calculos foram considerados apenas as recuperagdes massicas. Para as
fracdes liquidas foram consideradas a quantidade total de liquido recuperado, uma vez que
a operacgdo unitaria para separar a fracdo sélida da liquida em escala laboratorial ndo foi
otimizada.

Em geral, nota-se que a xilana apresentou maior perda em todas as etapas quando
comparada com a celulose. Verificou-se ainda que a etapa de pré-tratamento (alcali+acido)
obteve a maior recuperacdo de acucares (88%) considerando todas as correntes do processo
(licor alcalino, hidrolisado hemicelul6sico e PTnaon+H2s04). EStes dados de recuperacédo séo
superiores aos encontrados por Sun e Tao (2013) utilizando maiores concentracfes de
reagentes nos tratamento. Os autores empregaram o tratamento acido (1,5% m/v de H,SO,
a 121 °C por 60 minutos) seguido do tratamento alcalino (12,5% NaOH, 121 °C por 30
minutos) para o processamento da palha de arroz e recuperaram 72% das fragOes
acucardas. Estes resultados mostram a importancia do pré-tratamento empregado no

presente estudo, uma vez que permitui uma recuperacao total de actcares acima de 80%.



Figura 47 - Diagrama do balanco de massa em funcéo dos acticares monoméricos disponiveis em cada fracdo para as
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Ainda na Figura 47, nota-se que depois do pre-tratamento, a hidrdlise enzimética foi
a etapa de maior eficiéncia de recuperacdo de aglcares (74%). Este valor de eficiéncia
pode ainda ser aumentado para 77% quando se avaliou apenas a recuperacéo de glicose.

Sanchez et al. (2015) empregando palha de trigo tratada com alcali seguido de acido
(380 mg de NaOH/g de biomassa por 60 minutos e 176 mg H,SO,/g de biomassa por 32,5
minutos, ambos a 121 °C, respectivamente) reportaram uma eficiéncia de recuperacdo de
glicose na etapa de sacarificacdo de 61%, realizando a hidrdlise enzimatica com um teor de
solidos de 4% m/v com uma carga enzimatica del4 FPU/g de celulose a 50 °C por 48 h.

Em outro estudo a partir de palha de arroz tratada com aménia aquosa (21% NH3 a
69 °C por 10 h), Ko et al. (2009) obtiveram 72% de recuperacdo de glicose na hidrolise
enzimatica com um teor de solidos de 26% m/v, carga enzimatica del5 FPU/g de celulose
a 50 °C por 72 h.

Yang et al. (2010), empregando residuo da plantacédo de milho pré-tratado com acido
diluido (0,8% m/v 158 °C por 10 min) obtiveram uma eficiéncia de 60% de recuperacédo de
glicose realizando a hidrdlise enzimatica em batelada alimentada com teor de solidos total
de 30% m/v, carga enzimatica de 27 FPU/g de celulose a 50 °C por 140 h.

No que se se refere a fermentacdo (Figura 47), verifica-se que esta etapa de foi a que
apresentou menor eficiéncia de processo, considerando a conversdo tedrica de aglcares em
etanol (Ypis = 0,51 g/g). Ao comparar os resultados da producdo de etanol nos diferentes
hidrolisados (celuldsico e hemicelul6sico), nota-se que a fermentacao de pentoses foi a que
apresentou a menor eficiéncia (43%).

Com base na quantidade de xilana (19,3 g) e celulose (34,6 g) na palha in natura foi
calculado o potencial tedrico de etanol de 11,2 e 19,6 g, respectivamente, totalizando 30,8
g deste alcool.

Analisando a fermentacdo do hidrolisado hemicelul6sico, que foi a Unica etapa que
produziu etanol a partir de xilose (3,6 g de etanol), a eficiéncia total da xilana para produzir
etanol foi de 32%. Em relacdo a fermentacdo do hidrolisado celulésico, a eficiéncia total da
celulose foi de 36%. Sun e Tao (2013), empregando palha de arroz pré-tratada (acido +
alcalino) e hidrolise enzimatica, reportaram valores de 42 e 48% de eficiéncia para ambas
as fracdes acucaradas (hemicelulose e celulose, respectivamente) produzirem etanol. Um
valor ainda maior de eficiéncia em relacdo a capacidade da fracdo celulésica em produzir
etanol (77%) foi encontrado por Salehi et al. (2012) empregando palha de arroz tratada com
carbonato de sddio e hidrolizada enzimaticamente. Destacando que no presente estudo, a

eficiéncia de producdo de etanol a partir das fragdes acucaradas apresentou um valor
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inferior ao encontrado na literatura, 0 que sugere a necessidade de melhorias na etapa de
fermentacdo, com vista a maior eficiéncia.

O processamento total mostrou que a partir de 100 g de palha de arroz sao obtidas
10,6 g de etanol, o que corresponde a uma eficiéncia de 34%. Considerada a densidade do
etanol igual a 0,789 g/mL, calcula-se que a partir de uma tonelada de palha de arroz pode-
se obter 84 L de etanol. Resultado semelhante foi obtido pelo BNDS e CGEE (2008), que
obteve 80 L de etanol a partir de uma tonelada de colmos de cana-de-acUcar.

Vale destacar que, o balango de massa para producdo de etanol a partir da palha de
arroz é de extrema importancia para uma avaliagdo econdmica global do processo. Neste
sentido, a Tabela 22 apresenta alguns resultados da literatura cientifica considerando a
producdo de etanol a partir de hidrolisado celulésico de palha de arroz e a quantidade de
etanol produzida a partir de 100 g desse material.

De uma forma geral, os resultados obtidos neste estudo, sdo bastante promissores e

indicam a potencialidade do uso da palha de arroz como matéria-prima em biorefinarias.



Tabela 22 - Processamento da palha de arroz empregando diferentes configuragdes de processo.

L Fermentacgéo Etanol
) Hidrolise o o
Pré-tratamento o de Celulosico Referéncia
Enzimatica
Hexose (9/100 g)
Alcalino + Acido BA 16+4+4% K. marxianus
] ] ] Presente
(80 mg NaOH/g biomassa, 70 °C, 45 min) 48 h, 46 °C Com nutrientes 7 e
rabalho
(85 mg H,S04/g biomassa, 150 °C, 10 min) 29,5 FPU g/celulose 12 h, 40 °C
Acido + Alcalino S. cerevisiae
) ) SSF 10% ] Sune Tao
(150 mg H,S0O4/g biomassa, 121 °C, 60 min) Com nutrientes 12,5
) . 43 FPU g/celulose (2013)
(160 mg NaOH/g biomassa, 121 °C, 12 h) : 120 h, 40 °C
o S. cerevisiae )
Carbonato de Sodio SSF 5% _ Salehiet al.
) ) Com nutrientes 17,5
(1060 mg Na,CO3/g biomassa, 180 °C, 120 min) : 40 FPU g/celulose (2012)
72 h, 38 °C
o S. cerevisiae )
Carbonato de Sadio SSF 6% _ Jung, Park e Kim
) ) Com nutrientes 11,8
(200 mg C4H404/g biomassa, 190 °C, 3 min) = 15 FPU g/celulose (2015)
60 h, 38 °C
L S. cerevisiae
Tratamento com amonia SSF 7% ] Ko et al.
) Com nutrientes 12,1
(1260 mg NHs/g biomassa, 69 °C, 10h) 15 FPU g/celulose (2009)

168 h, 38 °C

Fonte: Arquivo Pessoal.

GET
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6 CONCLUSOES

Neste trabalho, foi desenvolvido um processo para producdo de etanol a partir da
palha de arroz, por sacarificacdo e fermentacdo em separado (SHF) empregando a levedura
K. marxianus. Na etapa de pré-tratamento da biomassa, foram otimizadas as condicfes de
temperatura, concentracdo acida e tempo de rea¢do, com vistas a uma maior recuperacao
da fracdo hemicelulésica e preservacdo da fracdo celuldsica no solido obtido. Em seguida,
foi avaliado o emprego de altos teores de solidos no processo de sacarificacdo enzimatica
da biomassa pré-tratada, em reator ndo-convencional, sendo selecionado o processo em
batelada alimentada como a forma de condugdo mais adequada para producdo do
hidrolisado celulésico a partir de 24% m/v de solidos. Por fim, avaliou-se a
fermentabilidade do hidrolisado celulésico por K. marxianus, bem como do hidrolisado
hemicelul6sico por S. stipitis. Com estes resultados e a partir dos rendimentos obtidos em
cada etapa do processamento da palha de arroz, foi desenvolvido um balangco de massa

para producéo de etanol. A partir do presente estudo, pode-se concluir que:

a) A utilizacdo de altas temperaturas no processo de hidrdélise acida da palha de
arroz previamente tratada com NaOH, permitiu reduzir tanto a carga acida quanto o tempo
de residéncia da reagdo. Os melhores resultados foram obtidos quando o processo foi
conduzido a uma temperatura de 150°C por 10 minutos, 85 mg de H,SO4/g de material e
relacdo soélido:liquido de 1:10 g:g. Nestas condi¢bes, o rendimento de hidrdlise da

hemicelulose atingiu 94%.

b) A eficiéncia de solubilizacdo da hemicelulose ndo foi influenciada pelo
prévio tratamento alcalino da palha de arroz, porém, a sequéncia de tratamento (alcali +
acido) permitiu a obtencdo de uma fracdo solida (celulignina) e de uma corrente liquida
(hidrolisado hemicelulésico) com caracteristicas quimicas mais favoraveis ao processo de
sacarificacdo enzimatica e fermentacdo, respectivamente. Especificamente, a palha pré-
tratada apresentou maior teor de celulose e menor de lignina e cinzas (58, 19 e 10% m/m,
respectivamente) quando comparado a palha tratada apenas com &cido (47, 28 e 16%
m/m), o que contribui para reducdo da recalcitrancia da biomassa. Da mesma forma, o
hidrolisado hemicelulGsico apresentou uma composi¢do com menor concentracdo de

compostos toxicos ao metabolismos microbiano, o que favorece o processo fermentativo



137

C) A configuragdo do reator MBV se mostrou adequada ao processo de
sacarificacdo da palha pre-tratada, por batelada simples, empregando altos teores de
solidos (> 16 m/v). Porém, o aumento da carga de solidos, de 16 para 24% m/v, reduziu em

10% o rendimento de hidrdlise enzimatica (RHE).

d) Nas condic¢des padronizadas de sacarificagdo (29,5 FPU/g, 100 rpm, 46°C),
0 maior rendimento de hidrdlise enziméatica (RHE), em batelada simples, foi de 80%, apds
36 h, com 16% de solidos. Porém, a conducdo do processo em batelada alimentada foi
capaz de contornar os problemas de mistura causados pelo efeito dos sélidos, o que

possibilitou atingir um valor de RHE de 78% a partir de 24% m/v de substrato.

e) A fermentabilidade do hidrolisado celulésico por K marxianus foi
influenciada tanto pela presenca dos solidos residuais no meio, assim como pela
suplementacdo nutricional. Os melhores resultados de producdo de etanol foram
observados em hidrolisado celulésico ausente de solidos e com suplementacdo de
nutrientes. Nestas condigGes, a concentragdo de etanol atingiu 32 g/L, a partir de 110 g/L
de glicose, 0 que correspondeu a uma eficiéncia de 67% e produtividade volumétrica de
3,1g/L.h.

f) A fermentabilidade do hidrolisado hemiceluldsico por S stipitis ndo foi
influenciada pela adicdo de nutrientes. A concentragéo de etanol atingiu 12 g/L, a partir de
50 g/L de xilose, o que correspondeu a uma eficiéncia de 45% e produtividade volumétrica
de 0,2 g/L.h.

)] Com base nos rendimentos de cada etapa do processamento da palha de
arroz, foi desenvolvido um balango de massa para producgédo de etanol por K. marxianus a
partir da fracdo celulésica (C6) e por S. stipitis a partir da fracdo hemicelulésica (C5),

sendo calculado uma producéo total de 10,6 g de etanol a partir de 100 g de palha de arroz.

h) De uma forma geral, os resultados obtidos neste estudo, sdo bastante
promissores e indicam a potencialidade do uso da palha de arroz como matéria-prima em
biorefinarias. Além disso, a alta produtividade volumétrica em etanol obtida por K.

marxianus, é uma vantagem adicional para a viabilizagdo do processo de etanol celulésico.
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