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RESUMO 

FERREIRA, I. S. Estudo da produção de etanol a partir das frações açucaradas da 

palha de arroz. 2018. 151 p. Tese (Doutorado em Ciências). Escola de Engenharia de 

Lorena, Universidade de São Paulo, Lorena, 2018. 

 

Neste trabalho foi avaliada a produção de etanol a partir da palha de arroz por processo de 

sacarificação e fermentação em separado (SHF). Para isto, a biomassa foi processada em 

quatro etapas: 1) tratamento alcalino, para solubilização de grupos acetil (desacetilação) e 

parcial remoção de lignina e cinzas e; 2) tratamento ácido, para separação da hemicelulose; 

3) hidrólise enzimática, para conversão da celulose em glicose 4) fermentação dos 

hidrolisados açucarados obtidos. O rendimento de cada etapa, assim como, a composição 

química das frações obtidas (sólido e líquido) foram determinadas. O tratamento ácido teve 

como objetivo estabelecer uma condição de tratamento para palha de arroz, previamente 

tratada com álcali, visando eficiente solubilização da hemicelulose, sem contudo, ocasionar 

grandes perdas no teor de celulose no sólido. O estudo de temperatura, concentração de 

ácido e tempo foi feito em reator de aço inox com capacidade de 0,5 L. O processo de 

hidrólise ácida nas condições otimizadas (85 mg de H2SO4/g biomassa, 10% de sólidos, 

150 ºC por 10 min em reator 80 L) revelou uma elevada solubilização da hemicelulose 

(RHH = 94%) e a obtenção de um hidrolisado com menor carga de compostos inibidores. 

Nestas condições, a composição da celulignina foi de 58,2 de celulose, 19,4 de lignina e 

5,9 de hemicelulose m/m. Em seguida, foi então avaliado o processo de sacarificação 

enzimática da celulignina com altos teores de sólidos (16; 20 e 24% m/v) empregando um 

reator do tipo Moinho de Bolas Verticais (MBV).  Para estes ensaios foram utilizadas as 

seguintes condições: carga enzimática de 29,5 FPU por grama de celulose, 30 esferas de 

vidro, temperatura de 46 °C e agitação de 100 rpm. O rendimento de hidrólise enzimática 

(RHE) em batelada simples foi reduzido de 80 para 72%, com o aumento do teor de 

sólidos de 16 para 24% m/v. Porém, a condução do processo em batelada alimentada foi 

capaz de contornar os problemas de mistura causados pelo efeito dos sólidos, o que 

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

da fermentabilidade do hidrolisado celulósico (HC) por Kluyveromyces marxianus revelou 

uma melhor performance do processo na ausência dos sólidos residuais, sendo ainda 

necessária sua suplementação nutricional. Neste hidrolisado, em reator MBV, a produção 

de etanol atingiu de 32 g/L a partir de 110 g/L de glicose, o que correspondeu a uma 

eficiência de 67% e produtividade volumétrica de 3,1 g/L.h. Já a fermentabilidade do 

hidrolisado hemicelulósico por Scheffersomyces stipitis não foi melhorada com 

suplementação nutricional e a produção de etanol alcançou 12 a partir de 50 g/L de xilose, 

o que correspondeu a uma eficiência 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 balanço de massa 

para produção global de etanol, foi possível obter 9 g de etanol a partir de 100 g de palha. 

Em função destes resultados, conclui-se que a palha de arroz é um subproduto agrícola 

com grande potencial para ser explorado como matéria-prima em biorrefinarias, 

especialmente para a produção de etanol sendo ainda necessários estudos com vistas a 

melhorias no processo enzimático e fermentativo. 

 

Palavras chave: Palha de arroz. Pré-tratamento. Hidrólise enzimática. Etanol. 

  



10 

ABSTRACT 

FERREIRA, I. S. Study of ethanol production using rice straw sugar fractions. 2018. 

151 p. Thesis (Doctoral of Science). Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de São 

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 H2SO4/g biomass, 

10% de solids, 150 ºC 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 ºC and stirring at 100 rpm. Increasing solid content from 16 to 

24% w/v 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 INTRODUÇÃO 

 

A implementação do uso de combustíveis provenientes de fontes renováveis tem se 

mostrado como uma necessidade crescente do mercado energético mundial. A busca por 

diferentes formas de energia constitui um dos principais desafios para redução da 

dependência do petróleo e de seus derivados, além de diminuir a emissão de gases 

causadores do efeito estufa que afeta todo o planeta. Dessa forma, muitos estudos estão 

sendo desenvolvidos, no sentido de se obter um combustível menos poluente, a partir de 

matérias-primas renováveis. Parte da pesquisa científica está focalizada na produção de 

biocombustíveis de segunda geração, dentre os quais se inclui o bioetanol produzido a 

partir de materiais lignocelulósicos. 

Uma grande quantidade de biomassa lignocelulósica é gerada através de práticas 

agrícolas, industriais e florestais. A palha de arroz, por exemplo, que é o principal resíduo 

do cultivo dessa cultura, apresenta uma produção de 1 a 1,5 quilograma por cada 

quilograma de arroz colhido, sendo o resíduo mais abundante. Este material é composto, 

majoritariamente, por polissacarídeos (celulose e hemicelulose), que podem ser 

hidrolisados em açúcares fermentescíveis. Dessa forma, a palha de arroz é uma matéria-

prima em potencial para aplicações biotecnológicas, como, por exemplo, a obtenção de 

etanol. 

No entanto, a estrutura e a composição da palha de arroz, assim como outros tipos de 

biomassa vegetal, dificultam a sua degradação química ou enzimática, limitando as 

possibilidades de conversão de seus polissacarídeos em monômeros fermentescíveis, sendo 

esse um dos principais obstáculos para o aproveitamento integral dos polissacarídeos dessa 

biomassa. Uma alternativa a essa limitação é o estabelecimento de métodos de pré-

tratamentos que promovam a desconstrução da estrutura lignocelulósica de forma eficiente. 

A hidrólise com ácido diluído é um processo frequentemente empregado para liberar 

a fração hemicelulósica do material lignocelulósico, devido a sua elevada eficiência em 

solubilizar a xilana sob a forma de monômeros de xilose. No entanto, vários compostos 

com potencial ação inibitória ao metabolismo microbiano são formados durante o processo 

hidrolítico do material lignocelulósico, diminuindo, assim, a eficiência e a produtividade 

dos processos fermentativos. Esses compostos podem ser divididos em: produtos de 

degradação de açúcares, produtos de degradação da lignina e produtos da estrutura 

lignocelulósica. 
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Nesse sentido, para que possa ser empregado um hidrolisado hemicelulósico menos 

tóxico em processos fermentativos, é necessário desenvolver diferentes técnicas de pré-

tratamento do material lignocelulósico que proporcione uma perda mínima das frações 

açucaradas. Recentemente, tem sido demonstrado na literatura que um tratamento alcalino 

da palha de arroz, em condições brandas, produz um sólido com características favoráveis 

para obtenção tanto do hidrolisado hemicelulósico quanto do celulósico, devido a remoção 

de grupos acetil da biomassa e redução parcial de lignina e de cinzas. 

O tratamento alcalino anterior à etapa de hidrólise com ácido diluído além de 

melhorar a qualidade do hidrolisado hemicelulósico, por diminuir a concentração de 

compostos com potencial ação inibitória ao metabolismo microbiano, favoreceu o 

rendimento de conversão enzimática da celulose, que é uma etapa de fundamental 

importância para a conversão dos polissacarídeo presente no material lignocelulósico em 

glicose . 

No processo de conversão enzimática da celulose são usualmente utilizados 

coquetéis de celulases comerciais capazes de atuar de forma específica na porção 

polissacarídica da biomassa. Um parâmetro importante no processo de hidrólise enzimática 

é a possibilidade de trabalhar com alto teor de sólidos, o que viabilizaria a obtenção de 

uma solução com alta concentração de açúcar, possibilitando maior obtenção do etanol. 

A diminuição da água durante a hidrólise enzimática reduz o custo de 

processamento, pois diminui a energia requerida para remoção do líquido. No entanto, a 

escassez de água no meio reacional altera as propriedades das suspensões fibrosas, 

aumentando consideravelmente a viscosidade do meio e dificultando a homogeneização da 

biomassa hidrolisada. Tal condição, faz com que seja necessária uma mistura adequada da 

reação para garantir contato entre o substrato e as enzimas e para promover a transferência 

de calor e massa dentro do reator. Dessa forma, o uso de reatores não convencionais e a 

condução do processo por batelada alimentada têm sido empregada na tentativa de superar 

os desafios relacionados a hidrólise enzimática da biomassa em elevados teores de sólidos, 

possibilitando elevados rendimentos de hidrólise da celulose e um hidrolisado celulósico 

com altos teores de glicose. 

Dentre as leveduras não convencionais (ou “não Saccharomyces”) com potencial 

para produção de etanol a partir de glicose, encontram-se aquelas pertencentes ao gênero 

Kluyveromyces, em particular, a espécie Kluyveromyces marxianus. O interesse na 

utilização de K. marxianus em aplicações biotecnológicas tem sido impulsionado devido à 

característica termotolerante e à 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 comparáveis à Saccharomyces cerevisiae, foi selecionada pelo grupo de 

pesquisa da Professora Dra. Inês Conceição Roberto. 

Destaca-se ainda que durante a etapa de tratamento ácido, é gerada uma corrente 

líquida (hidrolisado hemicelulósico) rica em pentoses, a qual requer micro-organismos 

específicos para a produção de etanol. A levedura Scheffersomyces stipitis tem sido 

apontada como uma das mais promissoras para esta bioconversão, 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 produção de etanol utilizando as 

frações açucaradas (hemicelulose e celulose). 



24 

2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Palha de arroz 

 

O arroz é uma planta herbácea, da família das gramíneas e do gênero Oryza e está 

entre os cereais mais consumidos do mundo. De acordo com dados do United States 

Department of Agriculture – USDA (2018), a produção mundial do arroz para a safra de 

2017/18 atingirá um recorde de 484 milhões de toneladas. O Brasil é o nono produtor 

mundial desse cereal e as projeções de produção e consumo, avaliadas pela Assessoria de 

Gestão Estratégica do Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento, preveem a 

colheita de 14,12 milhões de toneladas de arroz na safra 2019/2020 (CONAB, 2018). 

O principal resíduo gerado durante a colheita do arroz é a palha, com uma produção 

de cerca de 1 a 1,5 quilograma por quilograma de arroz colhido (BINOD et al., 2010). 

Considerando a projeção nacional de arroz para a safra 2019/2020 (CONAB, 2018), o total 

mínimo de palha de arroz gerado poderá alcançar cerca de 14 milhões de toneladas. 

A palha de arroz é classificada como um material lignocelulósico e é composta 

principalmente por celulose, hemicelulose e lignina (Figura 1) em proporções dependentes 

da origem do material e das condições ambientais (LEE et al.,  2007; BINOD et al., 2010).  

A celulose é o principal componente da biomassa lignocelulósica, podendo ser 

descrita como uma macromolécula linear, composta de unidades de anidroglicopiranoses 

ligadas por ligações glicosídicas β-(1→4), como mostrado na Figura 2 A. . Esse 

polissacarídeo apresenta um grau de polimerização de até 25.000 resíduos de glicose, 

sendo um dos polímeros mais longos até então conhecidos. A ligação covalente entre as 

unidades de glicose resulta em uma cadeia rígida e compacta, com uma grande força de 

tensão. Além do mais, os grupos hidroxílicos estabilizam a estrutura molecular pelas 

ligações de hidrogênio intra e intermoleculares, Figura 2 B, dificultando sua degradação 

(FENGEL; WEGENER, 1989). Na palha de arroz o conteúdo da celulose pode variar de 32 

a 47% (BINOD et al., 2010). 

A celulose está presente nos vegetais na forma de fibrilas elementares que se unem 

formando unidades maiores chamadas de microfibrilas. As microfibrilas se agrupam dando 

origem às fibras de celulose, que se estruturam em uma rede cristalina, onde apenas as 

cadeias de celulose, presentes na superfície da microfibrila, ficam acessíveis ao ataque por 

enzimas, produzidas por Micro-organismos de degradação da biomassa vegetal. Aliás, as 

cadeias de celulose podem se dispor de maneira irregular, resultando em regiões amorfas 
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de mais fácil acesso à degradação enzimática (FENGEL; WEGENER, 1989; SUN et al., 

2015). 

 

Figura 1 - Estrutura do material lignocelulósicos 

 

Fonte: Alterado de Rubin (2008). 

 

Figura 2 - Cadeia de glicose formando unidades de celulose através de ligação glicosídica β(1→4) 

 (A) e ligação de hidrogênio (pontilhado) inter e intramolecular presentes na celulose 

 (B). 

 
Fonte: Fengel e Weneger (1989). 

A 

B 
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A hemicelulose é o segundo maior componente da biomassa lignocelulósica. Esse 

componente está associado às microfibrilas de celulose, principalmente por ligações de 

hidrogênio, conferindo estabilidade, além de formar ligações covalentes com a lignina 

(PAULY et al., 2013). A hemicelulose é um heteropolissacarídeo constituído por unidades 

de açúcares com grau de polimerização inferior a 200 e com cadeias poliméricas 

extremamente ramificadas, formando regiões amorfas que conferem à estrutura maior 

solubilidade e, consequentemente, maior susceptibilidade à hidrólise. Diferentes unidades 

de açúcares podem constituir a cadeia principal da hemicelulose e de acordo com o tipo de 

açúcar podem ser classificadas como: mananas, xiloglucanas e xilanas (FENGEL; 

WEGENER, 1989; PAULY et.al., 2013). Dentre esses grupos, a xilana é a principal 

poliose, com o esqueleto principal formado por unidades de D-xilopiranose, unidas por 

ligação do tipo β-(1-4). Esse grupo é subdividido em glucuronoxilanas, arabinoxilanas, 

arabino-glucuronoxilanas (GÍRIO et al., 2010). 

A hemicelulose do tipo arabinoxilana (Figura 3) possui o esqueleto principal 

constituído por xilose, com resíduos de arabinose ligados lateralmente e resíduos de grupos 

acetil, que se apresentam como grupos pendentes, além da presença de ácidos 

hidroxicinâmicos, tais como os ácidos ferúlico e p-cumárico (EBRINGEROVÁ; 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; GÍRIO et al., 

2010). 

 

Figura 3 - Estrutura parcial da molécula de arabinoxilana. 

 

 

 
 
 

 

 

Fonte: Adaptado de Chávez, Bull e Eyzaguirre (2006) e de Ebringerová (2006). 

 

A lignina constitui uma porção não polissacarídica da biomassa vegetal, formando 

uma rede complexa de estruturas aromáticas, de caráter hidrofóbico. A macromolécula é 

formada a partir da polimerização radicalar de diferentes unidades de fenil-propano 

(fenólicos), álcool p-cumarílico, álcool coniferílico e álcool sinapílico (Figura 4), 

formando uma rede complexa de estruturas aromáticas, de caráter hidrofóbico. A lignina 
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está fortemente associada à hemicelulose e à celulose, atuando como um cimento de junção 

entre as fibras, conferindo rigidez aos materiais lignocelulósicos e reduzindo a capacidade 

de absorção de água e,consequentemente, dificultando o acesso das enzimas ao material 

lignocelulósico (FENGEL; WEGENER, 1989). O teor de lignina na palha de arroz pode 

variar de 5 a 24% (BINOD, 2010). 

 

Figura 4 - Principais monômeros que consistem a molécula de lignina (a) álcool trans-p-cumaríl, 

 (b) álcool coniferil e (c) álcool trans-sinapil. 

 

Fonte: Adaptado de Fengel e Wegener (1989). 

 

Além dos principais componentes macromoleculares, a palha de arroz ainda 

apresenta alto conteúdo de cinzas (10-20%), sendo o dióxido de silício (SiO2) 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 degradação 

da biomassa. 

Considerando a grande quantidade de palha de arroz gerada durante a colheita, esse 

resíduo pode ser aplicado em diversos setores, e a escolha de sua aplicação depende da 

localização do plantio e do retorno econômico. Na Tabela 1, estão algumas das aplicações 

da palha de arroz. 

Nas últimas décadas, devido à necessidade mundial da busca de fontes de carbono 

renováveis, muita atenção tem sido direcionada para o desenvolvimento de processos 

relacionados ao eficiente fracionamento da biomassa lignocelulósica, com vistas à 

utilização de todos os seus componentes (celulose, hemicelulose e lignina) atendendo, 

assim, a demanda de uma biorrefinaria. Dentre os diferentes produtos de interesse, destaca-

se o etanol que pode ser obtido por rotas biotecnológicas a partir das frações açucaradas 

desses materiais (celulose e hemicelulose). Logo, a palha de arroz é uma importante 

matéria-prima para a produção 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 aplicações da palha de arroz 

Setor Aplicação Referência 

Construção Produção de chapas aglomeradas Zhang, Hu 2014 

Agropecuária 
Adubo para plantas 

Alimentação animal 

Dossou-Yovo et al., 2016 

Kang et al., 2015 

Bioenergia 

Produção de carvão Chou et al., 2009 

Lianhua et al., 2010 

Mussatto et al., 2010 

Cheng et al., 2011 

Produção do biogás 

Produção de etanol 

Produção de hidrogênio 

Fonte: Arquivo Pessoal 

 

No entanto, a estrutura e a composição da palha de arroz, assim como outros tipos de 

biomassa vegetal, dificultam a sua degradação química ou enzimática, limitando as 

possibilidades de conversão de seus polissacarídeos em monômeros fermentescíveis, sendo 

esse um dos principais obstáculos para o aproveitamento integral dos polissacarídeos dessa 

biomassa. Uma alternativa a essa limitação é o estabelecimento de métodos de pré-

tratamentos que promovam a desconstrução da estrutura lignocelulósica de forma eficiente 

e com menor impacto ambiental, quando diferentes métodos físicos, biológicos, químicos 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 lignocelulósica visa primeiramente à 

desestruturação das fibras macromoleculares do material, sendo uma fase importante a ser 

realizada antes da solubilização dos açúcares fermentescíveis. O rearranjo dos 

componentes da estrutura do material lignocelulósico está mostrado na Figura 5. De 

acordo com a literatura (BINOD et al., 2010; MENON; RAO, 2012; SUN et al., 2015), um 

pré-tratamento eficaz tem como objetivo modificar a estrutura tridimensional da biomassa, 

possibilitando assim maiores rendimentos de recuperação de açúcares. Ademais, é 

necessário avaliar as condições desses tratamentos para minimizar a formação e ou 
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liberação de subprodutos tóxicos aos processos subsequentes, geralmente hidrólise 

enzimática e/ou fermentação. 

 

Figura 5 – Esquema do pré-tratamento da biomassa lignocelulósica. 

                

Fonte: Adaptado de Mood et al. (2013). 

 

O estudo e o desenvolvimento tecnológico de processos de pré-tratamento da 

biomassa lignocelulósica são grandes desafios, uma vez que há influência sobre a 

sustentabilidade técnica, econômica e ambiental da produção de etanol celulósico. Vários 

estudos demonstraram que o pré-tratamento é relativamente oneroso, principalmente 

quando comparado aos outros processos envolvidos na produção de etanol, representando 

cerca de 20% do custo total (YANG; WYMAN, 2008). Deve-se buscar o menor consumo 

de energia, a redução do custo de material para a construção de reatores, a diminuição da 

geração de resíduos, a utilização de produtos químicos de menor custo ou, ainda, sem a 

adição de produtos químicos para escolha do pré-tratamento (MOSIER et al., 2005). 

Embora o pré-tratamento apresente um custo adicional, a consequência de hidrolisar o 

material lignocelulósico sem pré-tratamento é muito menos favorável, 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 concentração de catalisadores, a 

temperatura, o tempo e a relação sólido:líquido tem uma influência direta na eficiência do 

pré-tratamento (SUN; CHENG, 2002). Alguns dos parâmetros usados para avaliar este 

processo são o rendimento de açúcares recuperados e a formação de subprodutos por 

solubilização de componentes estruturais e/ou degradação de açúcares e lignina.  
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Como cada processo de pré-tratamento exerce diferentes efeitos na biomassa, a 

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

empregando a palha de arroz como substrato. 

 

Tabela 2 - Principais pré-tratamento. 

Pré-

tratamento 

Condições/ 

Catalisador 
Vantagens Desvantagens 

Auto 

hidrólise
1
 

T(ºC): 195 - 220 

t (min): 0,5 – 20 

C: Água 

Solubilização da hemicelulose 

Resíduo sólido rico mais 

susceptível a hidrólise 

enzimática. 

Pouca solubilização de 

monômeros de xilose 

Explosão a 

vapor 
2
 

(rápida 

descompressão) 

T(ºC): 165 - 180 

t (min): 2 - 20 

C: Água 

Decomposição da hemiceluloses 

e lignina 

Resíduo sólido mais susceptível 

a hidrólise enzimática. 

Decomposição parcial da 

hemicelulose 

Formação de 

subprodutos 

Alcalino
3,4

 

T(ºC): 55 

t (h):3 

C: NaOH, KOH, 

Ca(OH)2 

< 4% m/m 

Solubilização de parte da 

hemicelulose 

Deslignificação da palha,  

Resíduo sólido mais susceptível 

a hidrólise enzimática. 

Perda de hemicelulose 

Formação de 

subprodutos 

Ácido diluído 

5,6,7
 

T(ºC): 121 

t (min):10 - 30 

C: H2SO4 

1,0 - 1,6% m/v 

Consumo de baixa [ácido] 

 

Hemicelulose é hidrolisada  

 

Resíduo sólido com altos teores 

de celulose e mais susceptível a 

hidrólise enzimática, diminuindo 

custo com enzimas. 

Pouca remoção de 

lignina 

 

Formação de 

subprodutos 

 

Corrosão 

P(bar): 15 – 35 

t (min): 3- 10 

C: H2SO4 

0,2 -2,5% m/m 

T(ºC): 121 

t (min):30 - 90 

C: H2SO4 

0,5 - 1,5% m/v 

T = Temperatura; t =  tempo; C = catalisador; P = pressão. 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 Solubilização da Hemicelulose 

 

Um dos métodos mais empregados para solubilizara hemicelulose é o pré-tratamento 

com ácido diluído, o qual é capaz de promover elevados rendimentos na solubilização de 

monômeros de xilose. Essa técnica se baseia na adição de ácido mineral, tais como ácido 

sulfúrico, clorídrico e fosfórico, em diferentes condições de temperatura, pH, razão 

sólido:líquido e tempo (TAHERZADEH; KARIMI, 2015). Inicialmente, na hidrólise 

ácida, o próton do ácido interage com o oxigênio glicosídico que liga as duas unidades de 

açúcar, formando um ácido conjugado. Em seguida, ocorre uma lenta quebra da ligação C-

O e a formação de um intermediário cíclico, um carbocátion, que inicia a adição da 

molécula de água, produzindo um composto estável e liberando o próton. A hidrólise das 

ligações glicosídicas ocorre principalmente entre os açúcares que compõem a hemicelulose 

(FENGEL; WEGENER, 1989).  

A eficiência do rendimento de hidrólise vai depender da concentração do ácido, da 

temperatura, do tempo e da relação sólido:líquido utilizadas no pré-tratamento ácido que 

variam de acordo com o material a ser utilizado (MUSSATTO; ROBERTO, 2005; 

GALBE; ZACCHI, 2007). 

Mussatto e Roberto (2005) otimizaram a hidrólise da fração hemicelulósica no pré-

tratamento ácido do bagaço de malte, variando relação sólido:líquido (1:8 a 1:12), 

concentração de ácido (100 a 140 mg/g) e tempo de reação (17 a 37 min) a 120 °C. Em 

todos os experimentos avaliados, os autores notaram mais de 85% de solubilização da 

hemicelulose. A maior liberação da fração hemicelulósica foi de 96,5% obtida no ensaio 

mais severo, com relação sólido:líquido de 1:12 g/g, concentração de ácido de 140mg 

H2SO4 por grama de matéria seca e tempo de reação de 37 minutos, sendo liberado 94,2% 

de xilana e 100% de arabinana. A menor solubilização de hemicelulose foi de 88,7% nas 

condições de 1:10 relação sólido:líquido, concentração de H2SO4 de 120 mg/g e 27 

minutos de reação. 

Canilha et al. (2011), otimizaram a hidrólise ácida do bagaço de cana de açúcar, 

variando temperatura (112,5 a 157,5 °C), tempo de residência (5 a 35 min) e concentração 

de ácido sulfúrico (0 a 3%). Os autores notaram uma grande variação nas diferentes 

condições avaliadas. A maior solubilização da fração hemicelulósica foi de 54,6% na 

temperatura de 135 °C, em 20 min e 3% de ácido. Enquanto a menor foi de 0,9% nas 

condições de 135°C, em 20 min sem adição de ácido, confirmando a importância da adição 



32 

de um catalisador ácido durante o pré-tratamento de materiais lignocelulósicos para 

melhorar a remoção de hemicelulose a temperaturas moderadas. 

Roberto et al. (2003), avaliando o efeito da concentração de ácido sulfúrico e do 

tempo de reação sobre a hidrólise da palha de arroz a 121°C, verificaram que as maiores 

concentrações de xilose (20,5 g/L) e glicose (6,3 g/L) foram obtidas com 1,6% H2SO4 após 

30 minutos de reação, recuperando 77% da hemicelulose, com uma pequena produção de 

subprodutos.  

Lee, Zheng e VanderGheynst (2015) estudaram o efeito do pré-tratamento com ácido 

diluído na palha de arroz, variando concentração de ácido sulfúrico (0 a 1%) e temperatura 

(120 a 160 °C). Os autores observaram uma grande variação no rendimento de xilose e 

arabinose nas condições avaliadas. O maior rendimento de hidrólise da xilose foi de 98%, 

obtido no ensaio mais severo (1% de H2SO4 a 160°C). Nenhuma solubilização de açúcares 

foi observada sem adição de H2SO4, tanto a 120 quanto a 160°C, mostrando a necessidade 

do uso de ácido para solubilização da xilose nessa faixa de temperatura e pressão. 

A hidrólise com ácido diluído, normalmente, não é um processo seletivo, ou seja, o 

processo produz uma mistura de vários compostos, incluindo açúcares, grupos pendentes 

de acetil, presentes na estrutura da hemicelulose. Aliás, dependendo da severidade do 

tratamento, pode haver a degradação dos açúcares com formação de furanos, tais como, 

furfural e hidroximetil furfural (HMF), a partir de pentoses e hexoses respectivamente, e 

parte da lignina formando compostos fenólicos (FENGEL; WEGENER, 1989). Tais 

compostos (Figura 6) podem apresentar efeito inibitório sobre o metabolismo fermentativo 

de micro-organismos, que serão discutidos a seguir.  

O efeito desses compostos varia em função das características químicas de cada um e 

da espécie microbianas. Em relação aos furanos, estes podem causar danos à membrana 

citoplasmática, afetar sítios hidrofóbicos no interior da célula e aumentar a fase lag de 

crescimento microbiano, retardando a produção de etanol e diminuindo a produtividade 

(LIU et al., 2004; MILLS; SANDOVAL; GILL, 2009).  

Os compostos fenólicos, por serem moléculas de caráter hidrofóbico, podem se 

acumular na membrana citoplasmática e promover um aumento na fluidez desta, o que, 

consequentemente, facilita a entrada de prótons para o citoplasma, diminuindo a 

seletividade da membrana (PALMQVIST;HAHN-HAGERDAL, 2000; MILLS; 

SANDOVAL; GILL, 2009).  

Além dos furanos e fenólicos, o ácido acético tem sido apontado como um dos 

principais compostos tóxicos para diversos micro-organismos (BELLIDO et al., 2011). O 
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efeito inibitório do ácido acético depende do tipo de micro-organismo utilizado, pH e 

composição nutricional do meio (MILLS; SANDOVAL; GILL, 2009). Dentre esses o pH é 

um fator determinante, visto que valores de pH abaixo do pKa do ácido acético (4,75), 

fazem com que esse ácido se apresente predominantemente em sua forma não dissociada, 

sendo capaz de penetrar na membrana celular. Uma vez em seu interior, o ácido diminui o 

potencial da membrana da célula e promove uma queda no pH citoplasmático, podendo 

causar aumento na pressão de turgor (LAWFORD;ROUSSEAU, 1993; OLSSON; 

HAHNHAGERDAL, 1996; MILLS; SANDOVAL; GILL, 2009).  

 

Figura 6 - Principais compostos formados a partir da degradação das frações açúcaadas e da 

 lignina. 

 

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

 
 

Além da complexa composição do hidrolisado hemicelulósico, em termos de 

açúcares e componentes tóxicos para as células, esse licor tem um caráter muito ácido 

devido ao próprio processo (pH<2), portanto sua utilização como meio fermentativo requer 

um ajuste de pH que pode ser realizado pela adição de diferentes tipos de base, incluindo o 

hidróxido de cálcio (ARSLAN; EKEN-SARACOGLU,2010), hidróxido de amônio 
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(ALRIKSSON et al., 2005), hidróxido de potássio (SONG et al., 2015) e hidróxido de 

sódio (SILVA; MUSSATTO; ROBERTO,2010).  

O uso de Ca(OH)2 e CaO faz com que ocorra uma redução no volume, devido à 

formação de corpo de fundo e  do sulfato de cálcio, diminuindo a concentração de 

subprodutos e reduzindo a concentração de cátions de sulfato solúveis no hidrolisado 

(MATEO et al., 2013; SHIN et al., 2015). No entanto, além de precipitar subprodutos, 

ocorre o arraste de açúcares, reduzindo a quantidade de açúcar disponível para fermentação 

(SHIN et al., 2015). 

Uma das bases mais utilizadas para ajuste de pH é o hidróxido de sódio (NaOH), que 

forma sais solúveis de sulfato de sódio (Na2SO4). Os sais solúveis formados durante a 

neutralização podem interferir na ionização do meio, na quantidade de solutos disponíveis 

e podem influenciar a etapa de fermentação, diminuindo a produção de etanol, o consumo 

de xilose e o crescimento celular (AGBOGBO;WENGER, 2006). 

Diversos métodos de destoxificação do licor hemicelulósico vêm sendo propostos 

para reduzir a concentração dos subprodutos, possibilitando seu uso em processos 

fermentativos de forma eficiente, minimizando o efeito inibitório desses compostos, 

através da remoção ou conversão dos mesmos. Esses tratamentos têm sido separados em 

categorias: físico, químico e/ou biológico. Um dos métodos mais utilizados é a adsorção de 

furanos e fenólicos utilizando carvão ativo; porém, pode também remover elevados teores 

de açúcares do meio (até 30%) (LEE et al., 2011; MUSSATTO; SANTOS; ROBERTO, 

2004). Villarreal et al. (2006), destoxificando o hidrolisado hemicelulósico de eucalipto 

com carvão ativo, verificaram uma redução superior a 80% na concentração de compostos 

fenólicos e furanos, e um decréscimo de aproximadamente 25% na concentração de glicose 

do hidrolisado. 

Além desse procedimento, a alteração de pH também reduz a toxicidade dos 

hidrolisados precipitando íons metálicos, decompondo furanos instáveis quimicamente, 

contudo esse processo deve ser combinado a métodos físicos, pois individualmente não 

apresentam resultados satisfatórios (MATEO et al., 2013; CHENG et al., 2007). Mateo 

(2013), estudando a destoxificação de poda de oliveira usando diferentes bases, 

observaram que, ao empregar CaO para elevar o pH até 10,os níveis de ácido acético, 

furanos e compostos fenólicos foram reduzidos em 32, 56 e 62%, respectivamente. Além 

disso, foi constatada uma perda de aproximadamente 30% dos açúcares e de 20% do 

volume de hidrolisado nessas mesmas condições. A perda de volume de hidrolisado foi 

associada à precipitação dos sais de cálcio. 
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Os métodos biológicos de destoxificação usam micro-organismos ou enzimas para 

promover modificações na estrutura química dos compostos subprodutos, convertendo em 

substâncias de menor toxicidade (FONSECA et al., 2013; MORENO et al., 2013). Fonseca 

et al.(2013) estudando a destoxificação do hidrolisado hemicelulósico de palha de arroz 

utilizando S. cerevisiae, observaram uma redução de 50% dos furanos, com consumo de 

glicose, sem perda de xilose. 

O tipo de destoxificação deve ser escolhido pelo tipo e/ou concentração de 

subprodutos obtidos. A formação de subprodutos nos hidrolisados ácidos depende da 

severidade do tratamento. No entanto, mesmo com uma baixa severidade, objetivando bons 

rendimentos de hidrólise da hemicelulose, o ácido acético será solubilizado no hidrolisado 

hemicelulósico formado (PARK et al., 2015). 

Além dos métodos de destoxificação, uma forma de evitar com que esse ácido seja 

liberado no hidrolisado, é promover uma etapa de desacetilação antecedendo ao pré-

tratamento (CHEN et al., 2011,CHEN et al., 2012a, CASTRO et al., 2017).  

Chen et al. (2012), estudando o efeito da desacetilação sobre a modificação da 

biomassa e a recuperação da fração de hemicelulose em diferentes palhas de milho, 

antecedendo a explosão a vapor (8 mg H2SO4 por g de biomassa, a 150 °C), constataram 

que a solubilização de acetato e lignina foi dependente da espécie vegetal empregada. 

Segundo os autores, o tratamento alcalino da palha de milho 33A14 permitiu a 

solubilização de 55% do grupamento acetil, enquanto que para a variedade INL esse valor 

foi aumentado para 67,7%. Em relação à 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, após a explosão a vapor na palha de arroz tratada com álcali, foi aumentado 

em10%, quando comparados ao obtido quando a palha foi submetida apenas à hidrólise 

ácida, ou seja, sem passar pela desacetilação. 

Castro et al. (2017) empregando palha de arroz, investigou os efeitos da 

desacetilação 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 remoção efetiva de grupos acetil (87%), retira parcialmente a 

fração de lignina e cinzas (34 e 60%), com baixa remoção de polissacarídeos (< 20%). 

Dessa forma, melhora a qualidade do hidrolisado hemicelulósico, não liberando ácido 



36 

acético e diminuindo a concentração de produtos de degradação, em média 50% quando 

comparada ao hidrolisado hemicelulósico, obtido a apenas após hidrólise ácida, e, 

consequentemente, aumentando a produtividade do processo fermentativo (de 0,06 para 

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

 

 
 

2.3 Hidrólise da celulose 

 

A utilização da fração celulósica da biomassa em processos fermentativos requer 

liberação dos açúcares monoméricos que pode ser feita através de hidrólise ácida ou 

enzimática. A hidrólise ácida é um processo mais drástico que requer quantidades elevadas 

de ácido para solubilização da celulose. Embora seja bastante empregado, a natureza 

corrosiva e o uso de grandes quantidades de ácido fazem com que seja necessário o uso de 

ligas especiais na construção de reatores e a recuperação eficiente do ácido, uma etapa 

onerosa, que demanda alto gasto energético, acarretando um custo considerável 

(TAHERZADEH; KARIMI 2015). A hidrólise enzimática tem sido considerada uma 

estratégia mais atrativa para alcançar elevados rendimentos de sacarificação, pois ao 

contrário da hidrólise ácida, o uso de enzimas celulolíticas ocasiona uma conversão 

seletiva da celulose em glicose, o que é uma vantagem, pois previne a geração de 

subprodutos através da degradação do açúcar. Além disso, a hidrólise enzimática causa 

menos danos ambientais, diminuindo a severidade da hidrólise, com temperaturas e pHs 

mais amenos (BALAT, 2011).  

Para que a hidrólise enzimática ocorra de forma eficiente, é necessário um grupo de 

enzimas, que atuam de forma cooperativa (COUGHLAN; LJUNGDAHL, 1988). As 

principais enzimas desse grupo são enzimas hidrolíticas, que clivam as ligações 

glicosídicas β-1→4 adicionando uma molécula de água. Endoglucanases (EG) hidrolisam 

ligações glicosídicas intramoleculares, agindo em regiões amorfas da celulose, expondo 

novos terminais livres que serão locais de atuação das exoglucanases. Exoglucanases ou 

celobiohidrolases (CBH) hidrolisam processivamente ligações glicosídicas das pontas de 

cadeia de celulose, produzindo celobiose como principal produto. Esse grupo de celulases 

pode ser divido em dois tipos, CBH I que atuam sobre terminais redutores, e CBH II que 

hidrolisam terminais não redutores da celulose. β-glicosidases (BGL) clivam a molécula de 

celobiose e pequenos oligossacarídeos em monômeros de glicose. Outras enzimas de 

grande atuação na degradação da celulose, através de mecanismos oxidativos, são as 
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celobiose desidrogenases (CDH) que atuam sobre celobiose e celo-oligossacarídeos, 

oxidando o terminal redutor e as mono-oxigenases líticas de polissacarídeos dependentes 

de cobre (LPMOs) que atuam na superfície do cristal de celulose, clivando as ligações 

glicosídicas. O modelo de ação dessas enzimas está ilustrado na Figura 7, mostrando a 

ação sinérgica das enzimas na degradação da cadeia de celulose. 

As enzimas podem ser produzidas por diversos micro-organismos, como bactérias e 

fungos, podendo ser tanto aeróbicos quanto anaeróbicos, mesofílicos ou termofílicos. 

Estirpes mutantes de Trichoderma sp. são considerados os melhores organismos 

produtores de celulases. No entanto, espécies do gênero Trichoderma produzem pequenas 

quantidades de β-glicosidases, sendo seu extrato comercial usualmente suplementado com 

β-glicosidases de outros micro-organismos para uso em experimentos de hidrólise 

enzimática, evitando assim o acúmulo de celobiose e diminuindo a inibição por 

retroalimentação (BALAT et al., 2011).  

 

Figura 7 - Esquema de degradação da celulose por fungos, celobiohidrolase (CBH); endoglucanase 

 (EG), β-glicosidase (BGL); celobiohidrolases (CDH); mono-oxigenases líticas de 

 polissacarídeos (LPMO).  

 

Fonte: Adaptado de Horn et al. (2012). 

 

A hidrólise enzimática pode ser dividida em três fases, em função da atuação das 

enzimas, como mostrado na Figura 8. A primeira fase acontece com a rápida adsorção das 

celulases na fração mais acessível de celulose, apresentando alta velocidade inicial e alta 

taxa de conversão de celulose. Em uma fase intermediária, observa-se uma taxa de 

conversão moderada do substrato com valores situando-se entre 50 a 70%. Na última fase, 

a velocidade de conversão é ainda mais reduzida devido à maior recalcitrância da celulose 

residual (ARANTES;SADDLER, 2011).  
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De acordo com Arantes e Saddler (2011), a hidrólise enzimática é um fenômeno de 

superfície, ocorrendo através de um contato físico direto da enzima ao substrato, ou seja, a 

enzima deve adsorver na celulose. Usualmente, essa etapa ocorre em condições brandas de 

pH (4,8) e temperatura (45 a 50 °C) (CASTRO; ROBERTO, 2014). 

Além das condições reacionais de temperatura e pH, carga de enzima, e razão 

solido:líquido, a composição da biomassa e sua elevada recalcitrância interferem 

diretamente na solubilização de glicose (BALAT, 2011). A recalcitrância não é devido 

apenas à estrutura da celulose, mas também devido à associação com os demais 

componentes da biomassa. 

 

Figura 8 - As três fases da hidrólise enzimática da celulose. 

 

Fonte: Adaptado de Arantes e Saddler (2011). 

 

De acordo com Yu et al. (2011), o teor, a distribuição e a estrutura da lignina tem um 

impacto significativo sobre a hidrólise enzimática. Os autores observaram como a redução 

do teor de lignina a 15% na madeira (obtidos após diferentes tratamentos) ocasionou um 

aumento no rendimento da hidrólise enzimática de celulose, quando comparado com 

material não tratado. Essa remoção também contribuiu para redução dos produtos 

derivados da lignina que são considerados capazes de inibir a atividade das celulases 

(PANAGIOTOU; OLSSON 2007). Além do mais, a lignina atua como uma barreira física 

protegendo a celulose contra degradação, limitando assim sua hidrólise (JØRGENSEN et 

al., 2007). A remoção dessa fração melhora a digestibilidade da biomassa frente ao 
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processo de hidrólise enzimática, uma vez que o teor de lignina está relacionado à 

acessibilidade da celulose (SIQUEIRA et al., 2017). 

Mussatto et al. (2008), avaliando a influência de lignina e hemicelulose na hidrólise 

enzimática de bagaço de malte, concluíram que quanto menor a porção de hemicelulose e 

lignina do bagaço de malte, melhor a hidrólise enzimática da celulose. No entanto, os 

autores observaram que não é necessária a completa remoção dessas frações para uma 

melhor solubilização da fração celulósica em glicose, tendo sido obtido um valor de 74,8% 

de eficiência de hidrólise de celulose com uma remoção de hemicelulose e de lignina. A 

remoção dessas duas frações ocasiona aumento da porosidade e a área superficial do 

material, favorecendo assim a ação enzimática. 

A hidrólise com ácido diluído, a qual principalmente solubiliza a hemicelulose, é um 

método capaz de diminuir a recalcitrância da celulose, tornando esse polissacarídeo mais 

acessível à degradação enzimática. Diversos autores têm investigado o efeito do pré-

tratamento com H2SO4 diluído sobre a solubilização da hemicelulose, assim como a 

liberação de monômeros de glicose da celulose, a partir da hidrólise enzimática (SUN et 

al., 2015). Hernandez et al.(2013) avaliaram o efeito de variações das condições de tempo 

(10 -30 min) e temperatura (130 – 190°C) de hidrólise ácida do substrato de poda de acácia 

sobre solubilização enzimática da celulose. Nesse estudo foi verificada uma conversão 

máxima de glucana de 84,3% quando a hidrolise ácida foi realizada a 160 ºC por 30 min. 

Empregando a palha de arroz, Hsu et al. (2010) estudaram a hidrólise com H2SO4 diluído 

sob diferentes concentrações de ácido (0,5 a 1 % m/v), temperatura (160 a 190 °C) e tempo 

de reação (1 a 25 minutos). Os autores observaram que a maior liberação de glicose da 

celulose (85%) foi obtida no substrato submetido ao tratamento mais severo (1% de ácido, 

190 °C e 25 min), tendo-se demonstrado que à medida que ocorre um incremento na 

severidade da hidrólise ácida aumenta a eficiência de hidrólise enzimática. 

Os benefícios da combinação de pré-tratamentos na hidrólise enzimática da celulose 

também têm sido muito estudados (CHEN et al., 2012b; SUN et al., 2015, CASTRO et al., 

2017). Alguns trabalhos demonstram que a utilização de etapa de desacetilação antes da 

hidrólise ácida promove melhorias nos rendimentos de hidrólise enzimática. Castro et al. 

(2017) estudaram o rendimento da hidrólise enzimática após o tratamento sequencial 

(tratamento álcali e ácido) 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 

hidrólise enzimática em relação ao valor obtido quando a palha de arroz foi submetida, 

apenas ao tratamento ácido. Comportamento semelhante foi observado por Chen et al. 
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(2012b) empregando essa mesma sequência de tratamentos (desacetilação e hidrólise 

ácida) na palha de milho. Os autores observaram que o tratamento sequencial aumentou em 

15% o rendimento de conversão de celulose em glicose, quando comparado com o 

tratamento apenas de hidrólise ácida. 

 

 

2.3.1 Alto teor de sólidos na hidrólise enzimática 

 

Um parâmetro importante no processo de hidrólise enzimática é a possibilidade de 

trabalhar com alto teor de sólidos, o que viabilizaria a obtenção de uma solução com alta 

concentração de açúcar (KRISTENSEN; FELBY; JORGENSEN, 2009). A implementação 

de um processo de sacarificação com alto teor de sólidos é motivada pelo potencial de 

obter vantagens econômicas significativas quando comparado a um processo convencional 

de baixo teor de sólidos, com a decorrência de menores custos: 1) capital devido à redução 

do volume; 2) operacional em consequência ao menor gasto energético necessário para 

aquecimento e resfriamento; processamento a jusante uma vez que apresenta maiores 

concentrações de produtos (MOHAGHEGHI et al,1992).  

A alta concentração de substratos durante a conversão enzimática de celulose à 

glicose é importante. No entanto, existem também desvantagens ao aumentar a 

concentração de açúcares, uma vez que a glicose e a celobiose inibem significativamente 

as enzimas: endoglucanases, celobiohidrolases e β-glicosidases, fazendo com que essas 

enzimas não funcionem de forma otimizada (BEZERRA; DIAS, 2005; XIAO et al, 2004). 

Os autores Kristensen, Felby e Jorgensen (2009) concluíram que uma maior concentração 

de sólidos faz com que aumente essa inibição, sendo esse fator significativo e 

potencialmente determinante. 

A quantidade de água em um ensaio de hidrólise com altos teores de sólidos, 

inicialmente, não é significativa, pois a água presente no meio reacional é absorvida pela 

biomassa utilizada, restando pouca ou nenhuma água livre (HODGE et al., 2009). No 

entanto, água não é apenas um substrato e um pré-requisito para atividade das enzimas 

hidrolíticas, é também crucial para o mecanismo de transporte durante a hidrólise, 

possibilitando a transferência de massa no processo (FELBY et al., 2008).  

A diminuição da água durante a hidrólise enzimática reduz o custo de 

processamento, pois diminui a energia requerida para remoção do líquido. No entanto, a 

escassez de água no meio reacional altera as propriedades reológicas das suspensões 
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fibrosas, aumentando consideravelmente a viscosidade do meio e dificultando a 

homogeneização da biomassa hidrolisada (SCOTT; SAMANIUK; KLINGENBERG, 

2011). Tal condição faz com que seja necessária uma mistura adequada da reação para 

garantir contato entre o substrato e as enzimas e para promover a transferência de calor e 

massa dentro do reator. Entretanto, também foi evidenciado que a mistura excessiva pode 

desativar as enzimas e reduzir o rendimento da conversão, devido ao aumento da produção 

de bolhas no meio, o que ocasiona o aumento da interface liquido/ar (MUKATAKA et al, 

1983). 

Outra tentativa utilizada para contornar os problemas causados devido à alta 

viscosidade é realizar a hidrólise enzimática em modo alimentado, isto é, adicionando 

gradualmente o substrato, mantendo a viscosidade a um nível baixo (HODGE et al., 2009; 

CHANDER et al., 2010; WANDERLEY et al.,2013). 

Zhao et al (2013), utilizando o bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado com formilina 

no estudo da hidrólise enzimática com altos teores de sólido (25% m/v), encontraram um 

valor de rendimento de hidrólise enzimática 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 hidrólise enzimática 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 hidrólise enzimática da palha de 

milho pré-tratada com ácido diluído (0,8% m/v 158°C por 10 min) em elevados teores de 

sólido (18% m/v). Os autores observaram que fracionamento dos sólidos (adição inicial de 

60% seguido de 20% de sólidos após 12 e 24 h) aumentou em 5% nos valores de RHE na 

batelada alimentada (70%) em relação à batelada simples. Os autores também constataram 

que o fracionamento da enzima durante o processo foi menos efetivo do que sua adição 

total no início da reação. O mesmo foi observado por Cardona et al. (2015), que 

observaram que a adição inicial de toda enzima resultou em maiores rendimentos de 

glicose e um processo mais eficiente em termos de energia, devido à liquefação mais 

rápida e à suplementação de sólidos mais rápidos na batelada alimentada. 
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2.4 Fermentação alcoólica – Aspectos Gerais  

 

A fermentação alcoólica é um processo metabólico associado a condições anaeróbias 

ou de hipóxia, onde há liberação de energia na ausência ou em baixas concentrações de 

oxigênio, respectivamente. Esse processo constitui um conjunto de reações catalisadas por 

enzimas, na qual ocorre a oxirredução intramolecular, uma reação exotérmica, que pode 

ser considerada como a oxidação anaeróbia parcial da glicose causada pela ação de 

leveduras, gerando como produto final etanol e gás carbônico, com liberação de energia 

química e térmica (NELSON; COX, 2011; VOET; VOET, 2013).  

A fermentação tem início com a glicólise, comum tanto aos processos aeróbios 

quanto aos anaeróbios, via central do catabolismo da glicose, onde essa molécula será 

oxidada, gerando duas moléculas de: piruvato, ATP, NADH e água. As duas moléculas de 

NADH produzidas devem ser oxidadas a NAD
+
 de modo que a glicólise possa continuar a 

degradar outras moléculas de glicose (PELCZAR; CHAN; KRIEG, 1997; NELSON; COX, 

2002). 

Na fermentação alcoólica, o piruvato é descarboxilado em uma reação irreversível, 

pela ação da piruvato descarboxilase, formando acetaldeído, que é posteriormente reduzido 

a etanol pela álcool desidrogenase, com o poder redutor fornecido pelo NADH, que é 

oxidado a NAD
+
 (NELSON; COX, 2002). A quantidade de NADH é limitada, sendo essa 

molécula necessária na sua forma oxidada (NAD
+
) como receptor de elétrons na glicólise e 

em sua forma reduzida (NADH) para a continuação do processo de produção de energia. A 

fermentação alcoólica é uma alternativa de recuperação deste cofator, quando há baixas 

concentrações de oxigênio (NELSON; COX, 2002). 

O rendimento teórico em etanol a partir de glicose ou xilose é de 0,511 g/g, 

considerando que todo substrato é convertido em produto. Entretanto, na prática, esse valor 

não é comumente observado, devido ao desvio de parte de fonte de carbono na formação 

de produtos secundários, como glicerol, e na síntese de material celular para manutenção 

da levedura. 

Em relação a bioconversão de xilose a etanol, são necessários sistemas enzimáticos 

específicos. Na Figura 9, estão representadas as vias responsáveis pela entrada da xilose 

no metabolismo fermentativo de micro-organismos. 

A xilose é metabolizada pela via das pentoses. Os produtos dessa via são então 

direcionados para a glicólise, através da entrada de frutose-6-fosfato e gliceraldeído-3-

fosfato até a produção de etanol. 
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Figura 9 - Vias para fermentação de xilose, (a) em bactérias, (b) em fungos e leveduras em geral e 

 (c) em Pichia stipitis. 

 
Fonte: Adaptado de Agbogbo e Coward-Kelly (2008). 

 

 

2.4.1 Fermentação de pentoses 

 

A principal pentose produzida a partir da hidrólise da xilana é a xilose. Entre as 

leveduras naturalmente fermentadoras de pentoses, Scheffersomyces stipitis destaca devido 

à capacidade de fermentar uma ampla variedade de açúcares, apresentando rendimentos e 

produtividades de etanol bastante satisfatórios a partir de xilose (SILVA; MUSSATTO; 

ROBERTO, 2010).  

Assim como qualquer processo fermentativo, a produção de etanol a partir de 

pentoses pode ser influenciada por fatores como temperatura, pH, oxigenação, composição 

do meio, presença de subprodutos e concentração de inóculo (SILVA; MUSSATTO; 

ROBERTO, 2010). A definição de condições ótimas do processo é uma importante 

maneira de se melhorar a eficiência da fermentação alcoólica, especialmente nos 

hidrolisados de biomassa que apresentam uma composição complexa em termos de 

açucares e subprodutos.  

Garcia (2012), empregando hidrolisado de bagaço de malte, estudou o efeito da 

suplementação nutricional, pH e nível de inoculo sobre a produção de etanol pela levedura 

S. stipitis. Segundo os autores, a otimização dessas variáveis melhoraram em 234% a 
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produção de etanol, em relação à fermentação do hidrolisado controle (10 g/L), mostrando 

a importância da otimização das condições de fermentação para cada hidrolisado. 

Vários trabalhos têm relatado o efeito dos principais compostos baseados nos 

hidrolisados hemicelulósico que possuem potencial efeito inibitório para o metabolismo 

fermentativo de S. stipitis. Dentre esses compostos, encontram-se ácidos acético, 

compostos derivados da degradação de açúcares (furanos), compostos fenólicos e sulfato 

de sódio gerado na neutralização de alguns hidrolisados. 

Bellido et al. (2011), avaliaram o efeito do acido acético (0,5 g/L a 3,5 g/L) sobre a 

produção 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 o ácido acético impactou 

negativamente a fermentação, reduzindo em 20% a produção de etanol em relação ao 

controle (22,8 g/L), quando foi adicionado no meio 0,5 g/L de ácido acético.Os autores 

observaram ainda que o aumento gradativo da concentração inicial de ácido acético 

aumentou a toxicidade do meio, sendo observada uma inibição completa da produção de 

etanol com 3,5 g/L de ácido acético. 

Zeferino (2013), avaliando o impacto do ácido acético (1,5 a 4,5 g/L) na produção 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 produção de etanol sofreu impacto negativo com 

adição de ácido acético. A presença do inibidor no menor e no maior nível testado levou a 

uma produção de etanol de 89,9% e 28,9%, respectivamente em relação ao controle (20,2 

g/L), além de diminuir a produtividade volumétrica em etanol. 

Com relação 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) não influenciaram a produção final de etanol dentro da 

faixa avaliada. No entanto, o furfural, nas primeiras 24 horas de fermentação, retardou a 

produção de etanol. 

Zeferino (2013) avaliou a influência de furanos e fenólicos na fermentação alcoólica 

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 fermentação esse composto nas 

concentrações iniciais de 12, 20, 43, 64 e 84 mg/L. De acordo com os resultados, o furfural 

na menor concentração (12 mg/L) promoveu um aumento de 13% na produção de etanol, 

em relação ao controle (20,2 g/L), enquanto, em concentrações intermediárias desse 

inibidor a máxima produção de etanol não foi alterada. No maior nível (84 mg/L) ocorreu 

um decréscimo de 16% da produção em relação ao controle. Quanto ao HMF, a autora 

mostrou que a adição desse furano em concentrações de até 424 mg/L tem pouca influência 
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sobre a produção total de etanol.Por outro lado, com adição de 553 mg/L de HMF a 

produção máxima de etanol aumentou em 18% em relação ao meio ausente desse 

subproduto. 

Em relação aos ácidos fenólicos (ferúlico e p-cumárico), Zeferino (2013) notou que 

estes ácidos são nocivos ao metabolismo fermentativo da levedura apenas em altas 

concentrações acima de 290 mg/L reduzindo em mais de 25% a produção de etanol em 

relação ao controle.  

O efeito dos sais de sódio solubilizado no hidrolisado hemicelulósico, durante o ajuste de 

pH do meio com NaOH foi avaliado sobre a fermentação de S. stipitis (AGBOGBO; 

WENGER, 2006). Nesse estudo, os autores testaram a concentração de 17 g/L deste sal, e 

observaram que nesta concentração o sulfato de sódio não afetou a produção de etanol e 

nem a produtividade, obtendo valores semelhantes ao controle. 

 
 

2.4.2 Fermentação de hexoses 

 

Dentre as leveduras não convencionais (ou “não Saccharomyces”) com potencial 

para produção de etanol encontram-se aquelas pertencentes ao gênero Kluyveromyces, em 

particular a espécie Kluyveromyces marxianus. Essa espécie de levedura pode ser 

encontrada em diversos habitats o que mostra sua ampla diversidade metabólica 

(LACHANCE, 1998), possuindo a capacidade de assimilar uma grande variedade de 

açúcares, tais como glicose, xilose, sacarose, rafinose, inulina e lactose, e apresentando 

elevada capacidade de utilização 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 específicas 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 União Européia, sendo usada há vários anos tanto na indústria de alimentos 

como na de bebidas (LANE; MORRISSEY, 2010). Uma breve apresentação de outras 

aplicações industriais de K. marxianus pode ser vista na Tabela 3.  

Todas essas características mencionadas acima têm impulsionado o interesse da 

utilização de K. marxianus na produção de etanol. Porém, para que o processo 

fermentativo seja eficiente é necessário definir as condições ambientais e nutricionais. 
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Tabela 3 - Resumo das principais aplicações industriais de K. marxianus. 

Aplicação Referência 

Produção de compostos aromáticos: 

Ésteres, Ácidos carboxílicos, 

Cetonas, Furanos, Álcoois. 

 

FABRE et al. (1995) 

MAGALHÃES et al. (2011) 

Produção de enzimas endógenas: 

β-xilosidase 

β-galactosidase  

β-glicosidase 

Inulinase 

 

RAJOKA (2007) 

PINHEIRO et al. (2000) 

SZCZODRAK et al. (2000) 

CRUZGUERRERO et al. (1995) 

Produção de proteínas heterólogas: 

Celulase Termo estável 

Lactato desidrogenase 

Endopoligalacturonase 

α-galactosidase 

 

HONG et al, (2007) 

PECOTA et al. (2007) 

SIEKSTELE et al. (1999) 

BERGKAMP et al. (1993) 

Biorremediação: 

Tratamento de resíduos de papel 

Remoção de açúcares de águas residuais 

Bioadsorção de corantes 

 

KADAR et al. 2004 

HANG et al. 2003 

MEEHAN et al. 2000 

Produção de etanol: 

Por sacarificação e fermentação simultânea  

 

Células em suspensão e Imobilizadas 

Fermentações: contínuas e descontínuas 

 

PESSANI et al. 2011 

HIDENO et al. 2013 

KOURKOUTAS et al. (2002) 

OZMIHCI; KARGI (2007)  
 

 

Fonte: Adaptado de LANE, MORRISSEY, 2010. 

 

Em relação ao oxigênio, a espécie K. marxianus apresenta baixo rendimento 

fermentativo em ambientes aeróbios, com elevadas concentrações de glicose, sendo 

considerada uma levedura respiro-fermentativa (VAN DIJKEN;WEUSTHUIS; 

PRONK,1993), preferencialmente classificada como Crabtree-negativa. A produção de 

etanol por K. marxianusestá associada à limitação de oxigênio (VISSER et al., 1990).  

Com objetivo de otimizar o nível de oxigenação para a produção de etanol por K. 

marxianus NRRL Y-6860 em frascos Erlenmeyers, Castro (2011) variou a velocidade de 

agitação e o grau de aeração (Vfrasco/Vmeio) a 45 °C, em um meio contendo 50 g/L de 

glicose. Os resultados mostraram que nas condições de menor agitação e aeração o fator de 
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conversão de glicose em etanol (YP/S) foi de 0,44 g/g, enquanto que nas condições onde 

ocorreu maior transferência de oxigênio, esse fator decresceu para 0,24 g/g. Nessas 

condições, foi observada uma redução 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 

oxigênio é um fator capaz de interferir significativamente nos parâmetros fermentativos de 

K. marxianus NRRL Y-6860 e, portanto, afeta tanto a conversão quanto a produtividade 

em etanol, pois o nível de oxigenação determina a divisão do fluxo de carbono da glicose 

entre o crescimento e a formação de produto. 

O efeito da temperatura sobre o perfil fermentativo de K. marxianus tem sido 

bastante relatado na literatura. Apesar de ser uma espécie mesófila com temperatura ótima 

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 termotolerância pode ser definida como a capacidade transitória 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 produção de etanol decresceu para 

20 g/L no mesmo tempo. Na temperatura de 52 °C, a levedura não consumiu a glicose e 

consequentemente nenhuma produção de etanol foi verificada. A maior eficiência do 

processo (92,9%) foi obtida a 40 °C com uma produção máxima de etanol de 47,4 g/L. 

Com relação ao pH do cultivo, Kumar et al. (2013),avaliando o efeito desse 

parâmetro sobre o crescimento e a fermentação daKlyuveromyces sp. IIPE453, definiram 

que a faixa de pH de 5,0 a 6,0, deve ser utilizada na fermentação para se obter um alto fator 

de conversão de substrato em produto. 

Além de todos os fatores acima citados para fermentação de K. marxianus, a 

necessidade nutricional também deve ser suprida, através da formulação de um meio de 

cultivo adequado. A falta e o excesso de nutrientes podem ocasionar baixos valores de 

velocidade de crescimento e produtividade, prejudicando o cultivo desta levedura 

(FERREIRA, 2013). 

O efeito da concentração inicial de glicose sobre a fermentação alcoólica 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 concentração inicial da glicose de 200 a 300 
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g/L. Os resultados mostraram que a produção de etanol não foi afetada pela concentração 

inicial desta hexose, sendo obtido cerca de 90 g/L de etanol e uma conversão de substrato 

em produto de0,5 g/g. Porém, foi observado um aumento residual do substrato ao final da 

fermentação, com aumento da concentração de glicose no meio. Os autores concluíram, 

portanto, que a Kluyveromyces sp. IIPE453 apresenta elevada tolerância para altas 

concentrações de glicose, a 50 °C, não sendo observada repressão catabólica nas condições 

testadas. 

Para elucidar o efeito de diferentes fontes de nitrogênio (extrato de levedura e 

sulfato de amônio), assim como a interação entre elas sobre o crescimento e a produção de 

etanol por K. marxianus CECT 1123 (100 g/L de lactose a 30 °C), Parrondo, García e Díaz 

(2009) variaram a concentração de sulfato de amônio 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 amônio no meio 

de fermentação, tanto a velocidade específica de crescimento, quanto a concentração final 

de biomassa e etanol tiveram um pequeno aumento, em relação ao meio não suplementado. 

No entanto, ao adicionar apenas extrato de levedura ou a mistura de extrato de levedura e 

sulfato de amônio, os autores notaram uma redução no tempo de 96 para 24 horas para 

obtenção da máxima concentração de etanol (50 g/L), triplicando assim o valor de 

produtividade volumétrica do produto. Nesse trabalho, os autores concluíram que, além da 

fonte de nitrogênio, as vitaminas presentes no extrato de levedura são de fundamental 

importância para melhorar os parâmetros da fermentação de K. marxianus CECT 1123. 

Como já reportado por Kurtzman (2003), K. marxianus não utiliza o nitrato como fonte de 

nitrogênio. 

Em relação à fonte de nitrogênio, Limtong, Sringiew e Yongmanitchai (2007) 

avaliaram o desempenho fermentativo da cepa K. marxianus DMKU 3-1042 em caldo de 

cana com e sem suplementação de (NH4)2SO4. Os autores observaram que suplementação 

do meio com 0,7 g/L de (NH4)2SO4, proporcionou um aumento na concentração de etanol 

de 125%, passando de 68,5 para 78 g/L.A eficiência (69,5%) e produtividade em etanol 

(1,08 g/L.h) no meio suplementado com 0,7 g/L de (NH4)2SO4, foram superiores aos do 

meio não suplementado (61,0% e 0,95 g/L.h, respectivamente),demonstrando o 

favorecimento dos parâmetros fermentativos da cepa K. marxianus DMKU 3-1042 com a 

suplementação.  

O efeito do magnésio sobre a produção de etanol por K. marxianus var. marxianus 

a 45 °C usando melaço como fonte de carbono foi estudado por Flynn e Marchant (1996). 

Os resultados mostraram que, com adição de 0,567 g/L sulfato de magnésio, tanto a 
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concentração de etanol, quanto na produtividade foram aumentadas em 15% e 380%, 

respectivamente, quando comparados ao controle, ou seja, o magnésio tem um efeito 

positivo na produção de etanol. 

Limtong, Sringiew e Yongmanitchai (2007) avaliaram o efeito do potássio sobre o 

desempenho fermentativo da cepa K. marxianus DMKU 3-1042 na produção 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 monopotássico (KH2PO4), como 

fonte de potássio, em concentrações variando entre 0 e 1,0 g/L. Os autores notaram que o 

meio suplementado com 0,5 g/L de KH2PO4 favoreceu todos os parâmetros avaliados em 

aproximadamente 10% em relação ao controle, atingindo valores de 76,5 g/L de etanol, 

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

 

O presente trabalho tem como principal objetivo desenvolver um processo de 

produção de etanol a partir das frações açucaradas (celulósico+hemicelulósico) da palha de 

arroz. Para atingir o objetivo do projeto, as seguintes etapas foram cumpridas: 

 

a) Definição de uma condição de tratamento ácido (temperatura, concentração de 

ácido e tempo) para a palha de arroz previamente tratada com álcali visando eficiente 

solubilização da hemicelulose e elevada recuperação de celulose; 

 

b) Avaliação do perfil de hidrólise enzimática da palha de arroz pré-tratada nas 

condições previamente estabelecidas empregando elevados teores de sólidos (16, 20 e 24% 

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

 

c) Avaliação do processo de hidrólise enzimática em batelada alimentada empregando 

o teor de sólidos de 24% m/v; 

 

d)  Avaliação do impacto da sequência de tratamentos utilizados no processamento da 

palha de arroz sobre o rendimento de hidrólise enzimática com alto teor de sólidos (24%) 

em batelada alimentada; 

 

e) Avaliação da fermentabilidade do hidrolisado celulósico (obtido através de batelada 

simples empregando 24% m/v de sólidos) por Kluyveromyces marxianus, com ou sem 

suplementação nutricional e na presença ou ausência de sólidos residuais da hidrólise 

enzimática.  

 

f)  Avaliação da fermentabilidade do hidrolisado celulósico (24% m/v, obtido através 

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

 

g) Avaliação da fermentabilidade do hidrolisado hemicelulósico com ou sem 

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

 

Os experimentos foram realizados nos Laboratórios de Fermentação do 

Departamento de Biotecnologia (LOT) da Escola de Engenharia de Lorena, Universidade 

de São Paulo (EEL/USP).  

 

4.1 Obtenção da matéria-prima  

 

A palha de arroz foi obtida de plantação na região de Lorena/SP (localizada entre 

493939.6 L e 7490759.5 N, relativo às coordenadas UTM), e em seguida, seca ao sol, até 

umidade de aproximadamente 10%, e moída em moinho de martelo. Foi pesada, ensacada 

e estocada até a realização dos pré-tratamentos.  

 

 

4.2 Pré-tratamentos 

 

A palha de arroz foi submetida a uma sequência de pré-tratamentos: tratamento 

alcalino e posterior processo de hidrólise com ácido diluído, conforme detalhado a seguir. 

 

 

4.2.1 Pré-tratamento alcalino 

 

O tratamento alcalino (desacetilação) visou a remoção dos grupos acetil da palha de 

arroz. Para isso, o material foi incubado a 70 °C por 45 minutos, empregando uma solução 

de NaOH 0,8 % (m/v) e uma consistência de 10% m/v (80 mg de NaOH para cada 1 g de 

biomassa), conforme condições previamente estabelecidas por Cunha et al. 2016. 

A reação foi realizada em reator de 50 L com 40 litros de volume útil, provido de 

aquecimento por resistência elétrica e agitação por rotação sobre o próprio eixo (Figura 

10), com agitação de 2 rpm. Após o tempo reacional e resfriamento do reator, a fração 

sólida pré-tratada foi separada do licor alcalino (fração líquida) por filtração, sendo 

posteriormente o material sólido lavado com água em abundância até que o pH do filtrado 

atingisse a neutralidade. Em seguida, secado ao sol, até a umidade de 9,4%, e então 

armazenada até o momento da análise. Os sólidos foram caracterizados quimicamente e o 

licor alcalino analisado quanto ao teor de açúcares, acetato e derivados de lignina.  
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Figura 10 - Reator de aço inoxidável de 50 litros  de capacidade, provido de aquecimento por 

 resistência elétrica e agitação por rotação sobre o próprio eixo. (1) boca de carga; (2) 

 válvula de descarga; (3) manômetro; (4) termopar; (5) controle de temperatura; 6) 

 sistema de agitação. 

 

Fonte: Silva (2011). 

 

 
 

4.2.2 Tratamento ácido 

 

A fração sólida, obtida após o tratamento alcalino, foi então pré-tratada com ácido 

diluído para remoção da hemicelulose. Os ensaios foram realizados em reator de aço inox 

com capacidade de 0,50 litros, como apresentado na Figura 11. As reações foram 

realizadas em um banho de óleo de silicone (Lauda). 

 

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

 

Fonte: Arquivo Pessoal. 
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4.2.2.1 Calibração do reator nas condições do pré-tratamento ácido 

 

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 calibração determinou a temperatura ideal do banho de óleo para atingir a 

temperatura desejada nos experimentos. Para isso, o reator (com as mesmas condições da 

hidrolise ácida: 10% de consistência e um volume final de 500 mL) foi mantido em banho 

de óleo de silicone em diversas temperaturas por 3 horas (momento no qual não havia 

nenhuma variação na temperatura); e, após este período, para cada temperatura do banho 

de óleo de silicone foi medida a temperatura interna do reator (temperatura real), com 

auxílio de um termopar, de forma a obter uma curva de calibração relacionando os valores 

das duas temperaturas. Através dos pontos experimentais foi realizada a regressão linear 

dos dados e a equação correspondente ao ajuste linear dos dados é apresentada na Figura 

12. 

 

Figura 12 - Curva de calibração da temperatura do banho em função da temperatura de reação. 

 

Fonte: Arquivo Pessoal. 

 

Em seguida, foram feitos os perfis das temperaturas de dentro do reator (150, 160 e 

170 °C) em função do tempo, para definir exatamente a duração do pré-tratamento. Para 

definir momentos nos quais as temperaturas são constantes, desconsiderando, assim, o 

tempo de rampa, na qual a variação de temperatura é grande. Para isso foram medidas 

periodicamente a temperatura dentro do reator, até 20 minutos após atingir a temperatura 

desejada, considerando uma variação de ± 3 °C, erro do termopar. 
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4.2.2.2 Hidrólise ácida 

 

Esta etapa objetivou determinar a concentração do catalisador e a temperatura de 

hidrólise do sólido pré-tratado. Para isso, foi empregado um planejamento composto de 

face centrada do tipo 2
2
, variando a concentração de ácido sulfúrico (0,5 a 1 % m/v) e 

temperatura de reação (150 a 170 °C), conforme apresentado na Tabela 4. A hidrólise foi 

realizada em reator de aço inox (conforme descrito no item 4.2.2) com uma relação de 

matéria seca/solução ácida de 1:10 e consistência de 10% de matéria seca, durante 20 

minutos. Após a hidrólise ácida, a fração sólida foi separada por filtração, lavada com água 

até atingir pH neutro e caracterizada quanto ao teor de celulose, hemicelulose e lignina, 

para posterior hidrólise enzimática. 

 

Tabela 4 - Planejamento composto de face centrada do tipo 2
2
, para a avaliação do efeito do pré- 

 tratamento ácido variando temperatura/H2SO4. 

Ensaio 

Variáveis 

Níveis codificados Valores reais 

Tempo H2SO4 Temperatura (°C) H2SO4 (%m/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 condição otimizada de pré-tratamento ácido 

 

Após selecionada a condição otimizada de hidrólise ácida, foram realizados ensaios 

para avaliar a influência do tempo, desde o momento em que a ampola é imersa no banho 

de óleo (antes mesmo da estabilização da temperatura), durante todo o tratamento ácido. 

Para isso foram feitas hidrólises ácidas de 15 a 85 minutos. Os ensaios foram realizados 

exatamente como descritos no item 4.2.2. 

 

4.2.4 Aumento de escala na condição otimizada de pré-tratamento ácido 

 

Visando a obtenção de um maior quantidade de celulignina para a utilização nas 

etapas posteriores do trabalho, foi realizado um ensaio de hidrólise ácida em reator de 80 L 

(Figura 13), empregando 3,2 Kg da palha de arroz tratada com álcali e 32 litros de solução 

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

 

Figura 13 - Reator de aço inoxidável de 80 litros capacidade, provido de aquecimento por  

  resistência elétrica e agitação por rotação sobre o próprio eixo.  

 

Fonte: Arquivo Pessoal.  

 

Após término da reação, o hidrolisado hemicelulósico foi separado do sólido por 

filtração em peneira de 120 mesh, seguido por centrifugação em um extrator centrífugo do 

tipo cesto (Spencer Scientific) a 3600 rpm. A celulignina foi lavada com água até pH 6,5 e 

seca naturalmente ao sol até atingir 10% de umidade, sendo em seguida, caracterizada 
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quimicamente. Esse sólido foi denominado de palha de arroz tratada com álcali e ácido 

(PTNaOH+H2SO4) e utilizado nas etapas seguintes do presente estudo. O hidrolisado 

hemicelulósico obtido foi concentrado de forma a atingir uma concentração de xilose de 

aproximadamente 60g/L. 

Para efeito de comparação, nas condições otimizadas de hidrólise ácida do material 

desacetilado, também foi realizada a hidrólise ácida do material in natura, sendo nomeado 

de palha de arroz, tratada apenas com ácido (PTH2SO4). 

 

 
 

4.3. Hidrólise enzimática da palha de arroz pré-tratada 

 

Após determinar as condições de hidrólise ácida, a celuignina tratada com álcali foi 

submetida à hidrólise enzimática. 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 esquemática (B) para 

 mostrar os detalhes internos. (1) entrada e (2) saída de água para o controle da 

 temperatura; (3) duto de amostragem; (4) porta de adição de substrato, enzimas e 

 levedura; (5) porta de saída de gases; (6) motor de agitação; (7) impelidor de pás planas e 

 esferas. 

 

Fonte: Castro et al. (2017). 
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Os ensaios foram realizados utilizando diferentes teores de sólidos em batelada (16, 

20 e 24%). Nessa etapa, foi utilizado como substrato a palha de arroz tratada com álcali e 

ácido (PTNaOH+H2SO4) 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. Após a 

esterilização do reator, o substrato foi adicionado ao reator MBV e o ajuste da temperatura 

desejada (46 °C) foi previamente realizado, através da circulação de água na camisa do 

reator, utilizando um banho termostatizado com bomba (Heto). Em seguida foram 

adicionados 25 mL de tampão citrato de sódio 1 M (de forma a obter uma concentração 

final de 50 mM, pH 4,8) e água destilada esterilizada. A mistura foi então agitada a 450 

rpm por 2 min para homogeneizar o sistema. Após a estabilização da temperatura desejada 

(46 °C), foi adicionado o extrato enzimático na proporção de 29,5 FPU (44,1 UI) 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 água destilada esterilizada, perfazendo um volume total do meio 

reacional de 500 mL, considerando o teor de umidade do substrato (5,59%). 

Para efeito de comparação da performance do reator do tipo Moinho de Bolas 

Vertical, as hidrólises enzimáticas com maior teor de sólidos (24% m/v) foram também 

conduzidas em frascos Erlenmeyer de 125 mL, contendo 50 mL de meio reacional, sob 

agitação rotatória de 100 rpm e temperatura de 46 °C. Para isto, adicionou-se 12,0 g (massa 

seca) da PTNaOH+H2SO4 aos frascos Erlenmeyer previamente esterilizados, seguido pela 

adição de 2,5 mL de tampão citrato de sódio 1M (para concentração final de 50 mM, pH 

4,8). Então, o volume apropriado de água e das preparações enzimáticas diluídas foram 

adicionadas para atingir a carga enzimática desejada em 50 mL de volume final. 

A partir dos resultados obtidos em batelada, foram então conduzidos experimentos 

em batelada alimentada (fed-batch) com 24% m/v de sólidos, adicionando inicialmente 

toda a enzima (relativa aos 24% de sólidos) e 16% m/v de palha de arroz e 4% após 10 e 

24 h. O preparo do reator e volume final de reação seguiu o 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 à hidrólise enzimática em batelada 

alimentada os sólidos obtidos em cada etapa (1) alcalino (PTNaOH); 2) ácido (PTH2SO4) e 3) 

alcalino+ácido (PTNaOH+H2SO4), nas condições experimentais previamente estabelecidas em 

reator MBV. 
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Para o acompanhamento da reação de hidrólise enzimática, amostras de 2 mL foram 

retiradas periodicamente até 48 horas. Após centrifugação da amostra a 4000 rpm por 10 

minutos (Heraeus Megafuge 16R, Thermo Scientific), o sobrenadante foi estocado a -20 °C 

para posterior quantificação de glicose, celobiose e xilose, os quais foram utilizados para a 

determinação dos parâmetros do processo de hidrólise enzimática. 

 

 

4.4 Fermentação da fração celulósica 

 

4.4.1 Micro-organismo 

 

O micro-organismo utilizado no presente estudo foi a estirpe termotolerante 

Kluyveromyces marxianus NRRL Y-6860, obtida da Coleção de Culturas ARS, Peoria – 

IL, EUA. A cultura de levedura foi mantida em tubos de ensaio contendo ágar extrato de 

malte inclinados e conservada a 4 °C. 

 

 

4.4.2 Preparo do inóculo 

 

O inóculo foi preparado por meio da transferência de uma alçada das células recém-

repicadas para tubos de ensaio contendo 5 mL de água destilada esterilizada. Alíquota de 1 

mL desta suspensão foi transferida para frasco Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de 

hidrolisado celulósico com 20% de teor de sólidos. Inicialmente, o hidrolisado foi 

centrifugado a 1100 x g por 20 minutos e, posteriormente, diluído 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)2SO4, 1,5 de KH2PO4, 0,1 de MgSO4.7H2O e 3,0 de extrato de levedura. 

Para o preparo deste meio foram utilizadas soluções-estoque concentradas de cada 

componente previamente esterilizadas em autoclave a 121 °C por 20 minutos.  

Os meios inoculados foram incubados em agitador rotatório a 43 °C e agitação a 150 

rpm, por 16 horas. Após esse tempo as células foram separadas por centrifugação a 1100 x 

g por 20 minutos e resuspendidas em água destilada de forma a se obter uma suspensão 

celular densa. A partir dessa suspensão foi calculado o volume necessário para inocular o 

meio de fermentação, com a concentração desejada. 
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4.4.3 Efeito da suplementação nutricional do hidrolisado celulósico sobre a 

fermentação alcoólica de K. marxianus 

 

Com o objetivo de avaliar a necessidade da suplementação nutricional, no 

desempenho fermentativo da referida levedura no hidrolisado celulósico, produzido a partir 

da batelada simples com 24% m/v de sólidos, foram adicionados os seguintes nutrientes 

(em g/L): 1,0 de (NH4)2SO4, 1,5 de KH2PO4, 0,1 de MgSO4.7H2O e 3,0 de extrato de 

levedura no hidrolisado celulósico, obtido em regime de batelada com 24% m/v, 

centrifugado ou não. Para o preparo deste meio foram utilizadas soluções-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 fermentação. Os frascos foram incubados em agitador rotatório, à temperatura de 

43°C, sob agitação de 100 rpm, inoculados com 1 g/L de concentração inicial de células. 

Durante os experimentos, amostras foram coletadas a cada 3 horas e avaliadas quanto ao 

crescimento celular, consumo de glicose e produção de etanol.  

 

 
 

 

4.4.4 Estudo cinético da bioprodução de etanol em reator de bancada 

 

Após avaliação do desempenho da fermentação por K. marxianus em hidrolisados 

celulósicos de 24% m/v, em batelada simples com e sem suplementação nutricional, foi 

selecionado o hidrolisado celulósico com maior concentração de glicose, a partir da 

hidrólise enzimática do material tratado com alcalino+ácido (PTNaOH+H2SO4) para os ensaios 

em reator de bancada. 

Os ensaios foram realizados em reator Moinho de Bolas Vertical (MBV), em regime 

batelada, a 40 ºC, sem adição de esfera e 200 rpm de agitação, nas condições de 

fermentação otimizadas por Cunha (2016). O meio de fermentação foi composto pelo 

hidrolisado celulósico da palha de arroz com e teve seu pH ajustado para 5,5, com 

hidróxido de sódio10 M.  

Para isso, 500 mL meio fermentativo foi inoculado com 3,0 g/L de células e 

incubadas a 40 ºC por 12 horas. As amostras foram retiradas periodicamente para avaliação 

do pH, biomassa, concentração de etanol e açúcares.  
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4.5 Avaliação da fermentabilidade do hidrolisado hemicelulósico 

 

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 ágar 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 ágar). Foram feitas transferências periódicas da cultura e conservação 

em geladeira. O repique foi sempre preparado com 24 h de antecedência para utilização do 

inóculo. 

 

 

4.5.2 Preparo do inóculo 

 

O inóculo foi preparado por meio da transferência de uma alçada das células recém 

repicadas para tubos de ensaio, contendo 5 mL de água destilada esterilizada. Alíquota de 1 

mL dessa suspensão foi transferida para frasco Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL 

com hidrolisado hemicelulósico, diluído até uma concentração de 30 g/L de xilose, e, 

suplementado de, (NH4)2HPO4 (3,0 g/L), KH2PO4 (19,0 g/L), MgSO4.7H2O (1,0 g/L) e 

extrato de levedura (3,0 g/L). Para o preparo deste meio foram utilizadas soluções-estoque 

concentradas de cada componente previamente esterilizadas em autoclave a 121 °C por 20 

minutos.O meio à base de hidrolisado hemicelulósico foi preparado utilizando o 

hidrolisado concentrado, e teve seu pH ajustado para 5,5, com hidróxido de sódio10 M e 

em seguida centrifugado a 1100 x g por 20 min para remoção dos sólidos.  

Os frascos inoculados foram incubados em agitador rotatório a 30°C, 200 rpm por 

um período de 24 horas. Decorrido esse tempo, as células foram separadas por 

centrifugação a 1100 x g por 25 minutos e o sobrenadante descartado. As células foram 

ressuspendidas em água destilada esterilizada de forma a se obter uma suspensão celular 

concentrada. Com base na concentração celular dessa suspensão, foi calculado o volume 

necessário para fornecer uma concentração celular inicial de 1 g/L no meio de 

fermentação. 
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4.5.3 Efeito da suplementação nutricional do hidrolisado celulósico sobre a 

fermentação alcoólica de S. stipitis 

 

Com o hidrolisado hemicelulósico obtido no reator após as etapas de desacetilação e 

hidrólise ácida (item 4.2.4), foram realizados ensaios de fermentação. 

Nessa etapa, para avaliar a necessidade da suplementação nutricional no desempenho 

fermentativo da S. stipitis no processo de bioconversão de D-xilose em etanol, foram 

adicionados em conjunto os seguintes nutrientes (em g/L): 3,0 de (NH4)2HPO4, 19,0 de 

KH2PO4, 1,0 de MgSO4.7H2O e 3,0 de extrato de levedura no hidrolisado hemicelulósico 

obtido quando o meio foi suplementado. Ao não ser suplementado a fermentação se deu 

apenas no hidrolisado hemicelulósico.  

As fermentações foram conduzidas em frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 

mL de meio de fermentação. Os frascos foram incubados em agitador rotatório por 61 

horas, a temperatura de 30°C, sob agitação de 200 rpm, com 1 g/L de concentração inicial 

de células. Durante os experimentos, amostras foram coletadas e avaliadas quanto ao 

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

 

 

4.6. Acompanhamento analítico dos experimentos  

   

 4.6.1 Determinação 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 diferença entre o peso inicial e o peso final da amostra pelo peso inicial, 

multiplicando-se o resultado por 100.  

  

 

4.6.2 Determinação do teor de extrativos 

 

Para determinação do teor de extrativos da palha de arroz in natura, o material foi 

inicialmente extraído em água 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 substituição do primeiro solvente após 12 

horas). Após a extração, as amostras foram secas na temperatura ambiente e então 

transferidas quantitativamente para pesa-filtros previamente tarados. Os pesa-filtros 

contendo as amostras foram colocados em estufa a 105 °C, até massa constante. O cálculo 

da porcentagem de extrativos foi baseado na massa seca inicial do material não extraído, 

relacionando com a massa seca obtida após a extração. 

 

 

4.6.4 Determinação dos teores dos açúcares, ácido acético, glicerol, xilitol e etanol  

  

As concentrações de glicose, xilose, arabinose, ácido acético, glicerol, xilitol e etanol 

foram determinadas por Cromatografia Líquida de Alto Desempenho (HPLC), em 

equipamento Agilent Technologies 1260 Infinity com detector de índice de refração e 

coluna BIO-RAD Aminex HPX-87H (300 X 7,8 mm) (Hercules, CA, USA), nas seguintes 

condições: temperatura de 45 °C; eluente: ácido sulfúrico 0,01 N; fluxo do eluente 0,6 

mL/min; volume de amostra de 20 µL. Para as análises, as amostras foram diluídas com 

água deionizada e filtradas em Sep-Pack Cartidge C18 (Waters Associate - MILLIPORE). 

As concentrações dos compostos foram calculadas a partir de curvas de calibração obtidas 

de soluções padrão. 

 

 

4.6.5 Determinação dos teores de furanos e compostos fenólicos  

  

As concentrações de furanos (furfural, 5-hidroximetilfurfural e ácido furóico) e 

fenólicos de baixo peso molecular (ácidos gálico, vanílico, p-cumárico, siríngico e ferúlico; 

álcool vanilil e vanilina) foram determinadas por Cromatografia Líquida de Alto 

Desempenho (HPLC), em equipamento Agilent Technologies 1260 Infinity, utilizando um 

detector UV (a 276 nm) e coluna Waters Spherisorb C18 5 µm ODS2 4,6 x 100 mm sob as 

seguintes condições: temperatura ambiente; eluente: acetonitrila/água (1/8 com 1% de 

ácido acético); fluxo 0,8 mL/min; volume de amostra: 20 µL. As amostras foram diluídas 

com água deionizada e filtradas em membranas do tipo HSWP com poros de 0,45 µm 

(Waters Associate - MILLIPORE). As concentrações desses compostos foram calculadas a 

partir de curvas de calibração obtidas de soluções padrão. 
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 4.6.2 Determinação da concentração celular  

  

A concentração celular foi determinada em espectrofotômetro (Hitachi 1800) pela 

medida de absorbância das amostras diluídas, utilizando água destilada como branco. Os 

valores de concentração foram calculados através da equação das curvas de calibração 

entre o peso seco e absorbância, a 600 nm, obtidas, separadamente, para os micro-

organismos em questão. Foram determinadas curvas em meio sintético que servirão para a 

conversão de DO600 para concentração celular em g/L, necessário para atingir a 

concentração inicial de inoculo desejada (Figura 15).  

 

Figura 15 - Valores de absorbância a 600 nm em função da concentração celular de K. marxianus 

 (■) e S. stipitis (●). 

 
Fonte: Arquivo Pessoal. 

 

Para a obtenção das curvas padrão que relaciona a DO600 com a concentração de 

células, cultivou-se separadamente cada levedura K. marxianus e S. stipitis em três frascos 

Erlenmeyer de 125 mL, cada um contendo 25 mL de meio semissintético suplementado 

com os nutrientes descritos anteriormente para cada levedura. Foi então realizado o cultivo 

por 16 e 30 h, respectivamente para K. marxianus e S. stipitis. Após 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 recuperação da massa celular 

que, em seguida, foi lavada por duas vezes com água destilada. As células lavadas foram 

ressuspendidas em 15 mL de água destilada, formando uma suspensão celular densa. A 

partir desta suspensão celular foram retiradas alíquotas para diluição e leitura a 600 nm, de 

forma que fossem alcançadas leituras entre 0,1 a 0,7 unidades de DO600. Além disso, 

alíquotas de 3 mL da mesma suspensão celular foram colocadas em cadinhos previamente 

tarados e incubados em estufa a 105 °C, até peso constante. A partir dos resultados foi 

y K. marxianus = 3,89x + 0,02 

y S. stipitis= 3,72x + 0,07 
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obtida uma equação linear que permitiu a conversão da DO600 em concentração celular 

(g/L). 

 

 

 4.6.3 Fotomicrografias 

 

Amostras foram fixadas sobre uma placa de aço 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 

Microscópio Eletrônico 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 secundários e uma voltagem de 20kV, sendo então obtidas as fotomicrografias. 

Essas análises foram realizadas no Departamento de Engenharia de Materiais (DEMAR) 

da EEL-USP. 

 

 

 4.6.4 Determinação do índice de cristalinidade (IC) 

 

As medidas de difração de raios-x para determinação do índice de cristalinidade 

foram realizadas em um difratômetro D8-Discover da Bruker utilizando tubo de cobre 

(comprimento de onda de 0,15418 nm). O difratômetro 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 (θ-2θ), entre 10 e 40 graus, foram feitas com velocidade de 0,05 graus 

por segundo. A análise foi efetuada diretamente nas palhas moídas, no equipamento Ultra-

Turrax Tube Drive (IKA) e peneirada em malha de 60 mesh, 

A determinação do IC foi obtida pelo método de Segal et al. (1959), com auxílio do 

software OriginPro 8.5.  

Para determinação do IC da celulose foi calculada a razão entre a intensidade do pico 

referente ao plano 002 (22º ≤2θ≤23º), definido como celulose, o halo amorfo 

(18º≤2θ≤19º), como descrito na equação abaixo.  

 

      
         

    
           (1) 
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Essas análises foram realizadas no Departamento de Física da Universidade Federal 

de Viçosa. 

 

 
 

 

4.7. Metodologia de análise dos resultados 

 

 4.7.1 Determinação dos parâmetros fermentativos 

 

Para avaliar o processo fermentativo, foram calculados os seguintes parâmetros: 

fatores de conversão de substrato em células (YX/S) e em etanol (YP/S), fator de rendimento 

de etanol em células (YP/X), produtividade volumétrica em etanol (QP) e eficiência do 

processo (ƞ). 

O fator de conversão de substrato em células, YX/S (g/g), foi calculado por regressão 

linear dos dados de concentração de células em função da concentração de glicose. O YX/S 

é o coeficiente angular da reta obtida pelo ajuste linear dos dados.  

O fator de conversão de substrato em etanol, YP/S (g/g), foi calculado por regressão 

linear dos dados de concentração de etanol em função da concentração de glicose. O YP/S 

correspondeu ao coeficiente angular da reta obtida pelo ajuste linear dos dados.  

O fator de rendimento de etanol por célula, YP/X (g/g), foi calculado por regressão 

linear dos dados de concentração de etanol em função da concentração de celular. O YP/X 

correspondeu ao coeficiente angular da reta obtida pelo ajuste linear dos dados. 

No caso dos fatores de conversão, quando não foram obtidos por regressão linear, 

foram obtidos pela variação de concentração inicial e final, como descritas nas equações a 

seguir. 
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A velocidade instantânea máxima de crescimento (μmáx.) foi calculada por regressão 

linear dos dados de lnX/Xo em função do tempo. O μmáx. 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 

concentração de células obtida pelo respectivo tempo. 

 

)(

)(

0

0

tt

XX

t

X
Qx









                Produtividade volumétrica em células.  (5) 

 

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

concentração de etanol obtida pelo respectivo tempo. 
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                Produtividade volumétrica em etanol.  (6) 

 

A eficiência de conversão ƞ (%) foi calculada pela divisão do valor do YP/S (obtido) 

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

 

100
)(/

)(/

x
Y

Y

teóricoSP

calculadoSP

                Eficiência de conversão.    (7) 

 

Onde: 

P = concentração final de etanol (g/L); 

P0= concentração inicial de etanol (g/L); 

X= concentração final de célula (g/L); 

X0= concentração inicial de etanol (g/L); 

S= concentração final de glicose (g/L); 

S0= concentração inicial de glicose (g/L); 

t0 = tempo inicial da fermentação (h); 

t = tempo final da fermentação (h). 
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4.7.2 Determinação dos parâmetros de hidrólise enzimática 

 

Para a determinação do rendimento de conversão da celulose (RCC), foi considerado 

o percentual entre a concentração de glicose obtida no experimento e a concentração de 

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

 
 

100
exp

x
G

RCC
potencial

erimentalG
         (8) 

 

 
f

fTT
G

C

Dcelulosesólidos

potencial

xx
        (9) 

 

Onde:  

Pi e Pf = concentração inicial e final de etanol; 

Si e Sf = Concentração inicial e final de substrato (glicose); 

Gpotencial = Concentração potencial de glicose presente no material pré-tratado; 

Gpotencial= Concentração de glicose obtida no experimento; 

Csubstrato = concentração do material pré-tratado (em % m/v); 

Tsubstrato = teor de sólidos na reação de hidrólise enzimática (g/100 mL);  

Tcelulose = Teor de celulose no material pré-tratado (em % g/g); 

fD = Fator de diluição = 0,1; 

fC = Fator de conversão de celulose em glicose = 0,9. 

 

 

4.7.2.1 Determinação das atividades enzimáticas. 

 

 FPAse 

 

A atividade total das celulases consiste na ação dos três grupos de enzimas: 

endoglucanases, exoglucanases e β-glicosidases, sobre um substrato celulósico insolúvel, e 

por isso é denominada FPAse ou FPA (“filter paper activity”). 

 A atividade de FPAse foi determinada a partir de adaptações da metodologia 

descrita por Ghose (1987). A reação enzimática foi conduzida em tubos de ensaio de 30 

mL contendo 1,0 mL de tampão acetato de sódio 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 

enzimático em cinco diluições (25, 50, 100, 150 e 200 vezes). As misturas foram aquecidas 
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em banho a 46°C por 60 minutos. A reação foi interrompida com a adição de 3,0 ml de 

DNS, sendo a mistura posteriormente fervida por 5 minutos (MILLER, 1959). 

Posteriormente, foram adicionados 20 mL de água destilada a cada tubo, seguido de 

agitação. Os controles para cada amostra foram feitos adicionando-se o reagente de DNS 

antes do extrato enzimático. Os valores de absorbância foram lidos a 540 nm, após 20 

minutos de repouso, e convertidos à glicose através de uma curva de calibração. 

A curva de calibração foi preparada a partir de uma solução de glicose de 10 mg/mL, 

que foi utilizada para o preparo de uma série de diluições (1:1,5; 1:2; 1:3 e 1:5) em tampão 

acetato de sódio 50 mM, pH 4,8. A curva de calibração de glicose (Figura 16) foi 

construída com 0,5 mL de solução de glicose, 1,0 mL de tampão e 3,0 mL de DNS. A 

mistura foi fervida e posteriormente diluída com 20 ml de água destilada, e os valores de 

absorbância lidos a 540 nm.  

 

Figura 16 - Curva padrão para converter absorbância em açúcares redutores. 

 

Fonte: Arquivo Pessoal. 

 

A partir da conversão da absorvância a 540 nm em glicose, um gráfico semilog foi 

construído relacionando as diluições da enzima com a quantidade de glicose liberada 

(Figura 17). Todos os ensaios foram feitos em triplicata, e a equação da reta obtida foi 

usada para determinar o valor da diluição da enzima que corresponde a 2,0 mg de açúcares 

redutores.  
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Figura 17 - Quantificação de açúcares redutores liberados em ensaio de FPAse para diferentes 

 diluições do extrato enzimático. 

 

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 diluição e o resultado obtido foi definido como atividade de celulases totais da 

mistura enzimática,  

).(
0,2

37,0 1 mLUI
ARdemgdeliberaçãoparaenzimadeãoconcentraç

FPU              (10) 

 

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

 

 β-glicosidase 

 

A atividade de β-glicosidases foi determinada de acordo com a cinética de conversão 

de ρ-nitrofenol-β-D-glicopiranosídeo (ρNPG) em ρ-nitrofenolato (ρNP), seguindo a 

metodologia descrita por Tan, Mayers e Saddler (1987). 

As reações foram conduzidas a 46°C, adicionando-se uma alíquota de 0,4 mL de 

solução tampão acetato de sódio/ácido acético, 50 mM, pH 4,8 com 0,1% de ρ-Nitrophenyl 

β-D-Glucopyranoside (Sigma N-7006) e 0,1 mL da mistura de enzimática diluída 10.000 

vezes. Uma alíquota de 1,0 mL de solução aquosa de bicarbonato de sódio 10% foi 

adicionada para a parada da reação em diferentes tempos (2, 5, 10, 15, e 20 minutos) e a 

absorbância foi medida a 410 nm. O controle de reação foi preparado da mesma forma, 

adicionando-se, no entanto, a solução de bicarbonato antes do extrato enzimático.  
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Uma curva de calibração foi feita para converter as absorbâncias medidas em teor de 

ρ-nitrofenol presente em solução (Figura 18).  

 

Figura 18 - Curva de calibração para converter absorbância em concentração de pNP. 

 

Fonte: Arquivo Pessoal. 

 

Um gráfico da cinética da reação foi construído e utilizado para o cálculo a atividade 

(Figura 19). O cálculo da atividade foi realizado multiplicando o coeficiente angular da 

curva de cinética construídas por 50.000,00 (diluição total =diluição da enzima+diluição da 

reação). A atividade de β-glicosidases foi determinada segundo a equação, na Figura 19. 

 

Figura 19 - Quantificação de açúcares redutores liberados em ensaio de β-glicosidases na diluição 

 de 50.000 vezes para o extrato enzimático obtido. 

 

Fonte: Arquivo Pessoal. 

 

A atividade da mistura enzimática foi de 59,25 ± 1,56 UI/mL. 
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4.7.3 Determinação dos parâmetros de pré-tratamento 

 

Os pré-tratamentos empregados na palha de arroz foram avaliados primeiramente em 

relação à caracterização química das frações que a compõem (celulose, hemicelulose, 

grupos acetil, lignina solúvel e insolúvel, cinzas e extrativos), de acordo com a 

metodologia padrão do National Renewable Energy Laboratory (NREL) (SLUITER et al., 

2012). Como o objetivo dos pré-tratamentos é melhorar a hidrólise enzimática da fração 

celulósica, a principal resposta avaliada ao final de cada pré-tratamento e/ou suas 

combinações foi o rendimento de hidrólise enzimática, conforme descrito no item anterior. 

Também foi avaliado o balanço de massa de cada pré-tratamento, no qual foi determinada 

a porcentagem de massa recuperada, a perda de açúcares e a formação de possíveis 

subprodutos nos hidrolisados ou licores obtidos em cada etapa.  

 

 

4.7.3.1 Índice de severidade do processo  

 

O fator de severidade combinada (Sev) foi calculado conforme proposto por Guo et 

al. (2008). Esse fator permite avaliar o quão severo foi o pré-tratamento empregado na 

biomassa vegetal através da relação entre a temperatura e tempo reacional, quando a 

temperatura é constante. 

 

                 
     

     
            (11) 

 

Sendo: 

t = tempo de reação (minutos); 

TH = temperatura da tratamento ácido (°C); 

TR = 100°C; 

pH = pH da solução ácida antes do tratamento ácido. 
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4.7.3.1. Índice de seletividade do processo  

 

A seletividade do processo (Sel) é um parâmetro que relaciona as pentoses e a 

glicose solubilizada no hidrolisado. Em um processo são desejáveis a obtenção de altos 

valores de seletividade, visto que a hemicelulose deve ser prioritariamente solubilizada no 

hidrolisado hemicelulósico e a celulose deve ser preservada para posterior hidrólise 

enzimática. 

 

     
       

   
         (12) 

 

Sendo: 

Xil = concentração de xilose no hidrolisado hemicelulósico; 

Ara = concentração de arabinose no hidrolisado hemicelulósico; 

Gli = concentração de glicose no hidrolisado hemicelulósico. 

 

 

4.7.4 Análise estatística 

 

As análises estatísticas dos dados foram realizadas nos softwares Statistica 8.0 e, no 

qual foram obtidos modelos que descrevam as repostas avaliadas em função das condições 

experimentais empregadas. Os resultados foram expressos em tabelas de estimativas de 

efeitos, erro-padrão, teste t de Student, assim como tabelas de análise de variância 

(ANOVA) dos efeitos e da regressão do modelo e gráficos de superfície resposta.  

Com o objetivo de maximizar o rendimento de hidrólise da hemicelulose (RHH), e 

ao mesmo tempo obter um hidrolisado hemicelulósico com menor grau de toxicidade 

(menor concentração de fenólicos e furanos), além de uma maior recuperação de celulose 

na porção sólida e maior sólidos recuperados, foi então realizada uma análise de 

otimização numérica empregando o programa Design Expert 6.0, a partir da combinação 

das respostas para obter uma única condição otimizada.  

Para validar o modelo obtido para a hidrólise ácida a partir dos sólidos tratados com 

álcali, foram realizados novos experimentos de tratamento ácido nas condições otimizadas, 

em replicata  
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5 RESULTADOS  

 

5.1 Pré-tratamento da palha de arroz 

 

Para a utilização eficiente das frações açucaradas dos materiais lignocelulósicos é 

necessário a realização de etapas de pré-tratamento. No presente estudo, foi empregada 

uma sequência de tratamentos envolvendo uma etapa alcalina seguida por um processo 

com ácido diluído. 

 

5.1.1 Tratamento alcalino da palha de arroz 

 

O tratamento alcalino sob condições brandas tem sido apontado como uma estratégia 

promissora para processamento de palha de arroz (CASTRO et al., 2017). Segundo os 

autores além da remoção efetiva de grupos acetil (desacetilação), esse tratamento removeu 

parcialmente a fração de lignina e cinzas, com baixa degradação dos polissacarídeos, o que 

favoreceu a hidrólise enzimática da celulose, e ainda melhorou a qualidade do hidrolisado 

hemicelulósico, diminuindo a concentração de inibidores ao processo fermentativo. No 

presente trabalho foram utilizadas as condições previamente estabelecidas por Castro et al. 

(2017) (70 °C durante 45 minutos e 80 mg de NaOH/g de biomassa). 

Os resultados de composição química da palha de arroz antes e após o tratamento 

alcalino, assim como a recuperação de cada fração nos sólidos estão 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% após o tratamento alcalino, o que correspondeu a um aumento de 

22 e 9%, respectivamente. No entanto, considerando o rendimento no processo (69% de 

recuperação de sólidos) constata-se que essas frações foram parcialmente solubilizadas no 

licor, gerando uma recuperação de 84% para celulose e 75% para hemicelulose. 

Ainda na Tabela 5, nota-se que o grupo acetil foi a fração que apresentou menor 

recuperação nos sólidos (11,3%), seguido das cinzas (47,8%) e lignina total (55,5%). De 

acordo com Castro (2016), a parcial remoção dessas frações no tratamento alcalino 

apresentam uma correlação positiva com melhoria na hidrólise enzimática, o que pode ser 

explicado pela ação destas estruturas sobre as celulases.  

Pan et al. (2006) relataram que o grupo acetil pode inibir as enzimas interferindo com 

a ligação produtiva (interação de hidrogênio) entre celulose e o domínio catalítico das 

celulases ou aumentando o diâmetro da cadeia de celulose. Bin e Hongzhang (2010) 
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demonstraram que cátions comunmente presentes nas cinzas (K
+
, Al

3+
,Mn

2+
,Fe

3+
,Cu

2+
 e 

Zn
2+

) apresentaram um efeito inibitório na atividade das celulases (endo-β-1,4-glucanase, 

exo-β1,4-glucanase e β-glicosidase). A lignina liga-se as celulases, diminuindo a 

disponibilidade de celulases para catalisar a hidrólise de celulose, chamada de ligação 

improdutiva, Siqueira al. (2017) concluíram que eliminação ou relocação da lignina 

resultam em substratos com maior acessibilidade à celulose e, consequentemente, 

apresentaram maiores rendimentos de hidrólise da celulose. Estes estudos justificam a 

remoção parcial de grupos acetil, cinzas e lignina, respectivamente, para uma melhor 

eficiência de hidrólise enzimática. 

 

Tabela 5 - Composição química, massa recuperada e porcentagem de recuperação das frações da 

palha de arroz antes e após o tratamento alcalino. 

Componentes 

Composição (g/100g) Massa 

recuperada* 

(g) 

Recuperação (%) 

In natura Tratada Neste estudo 
Castro et al. 

(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 recuperação de 69% de sólidos. Condições do tratamento: 70 °C 

durante 45 minutos e 80 mg de NaOH/g de biomassa. 

Fonte: Arquivo Pessoal. 

 

Ao comparar os valores de recuperação dos componentes obtidos no presente 

trabalho com os resultados de Castro et al. 2017, nota-se uma variação de no máximo 20%, 

o que pode ser atribuído as diferenças na composição da biomassa de partida. 

A composição química do licor obtido após o tratamento alcalino foi avaliada quanto 

a solubilização das frações açucaradas e do grupo acetil, e os resultados estão apresentados 

na Tabela 6. Pode-se observar a presença de diversos compostos de degradação, 

principalmente os relacionados com a degradação da lignina.  

Considerando a solubilização dos componentes da biomassa na fração líquida e a 

recuperação no sólidos, foi possível estabelecer um balanço material da fração açucarada 

durante o tratamento alcalino. Verificou-se que para a fração celulósica a recuperação total 
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foi de 94%. Em relação a hemicelulose, nota-se uma menor recuperação (77%, somando a 

recuperação na fração sólida e líquida), o que pode se explicar pela solubilização desta 

fração na forma de oligômeros, e que não foram quantificados. Com relação ao balanço 

material realizado para o grupo acetil, verificou-se uma recuperação de apenas 48%. Essa 

baixa recuperação pode se justificar pelo fato de que o ácido acético, quantificado no licor 

alcalino, estava em sua forma livre, podendo estar ligado de forma covalente aos 

oligômeros de xilose liberados (CHEN et al., 2012b). 

 

Tabela 6 - Composição química do licor alcalino e porcentagem de solubilização das frações da  

 palha de arroz após o tratamento alcalino. 

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

Açúcares e ácido acético  

  Glicose** 5,36 (9,8%) 

  Xilose 0,81 (2,3%) 

  Arabinose nd 

  Ácido Acético 1,43 (36,0%) 

Produtos de degradação de açúcares  

  HMF 0,009 

  Furfural nd 

  Ácido Furóico 0,100 

Produtos de degradação de lignina  

  Pirocatecol 0,010 

  Álcool Vanilil 0,040 

  Ácido Vanílico 0,034 

  Vanilina nd 

  Siringaldeído 0,009 

  Ácido p-cumárico 0,044 

  Ácido Siríngico 0,003 

  Ácido ferúlico 0,168 

* Solubilização calculada considerando as respectivas frações poliméricas; **Concentração de 

glicose somada a concentração de celobiose convertida matematicamente em glicose. Volume 

recuperado foi de 27,4 L 

Fonte: Arquivo Pessoal. 
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5.1.2 Tratamento ácido 

 

Esta etapa teve como objetivo estabelecer uma condição de tratamento ácido para 

palha de arroz, previamente tratada com álcali, visando eficiente solubilização da 

hemicelulose, sem contudo, ocasionar grandes perdas no teor de celulose. Com esse 

intuito, foi realizado um planejamento de experimentos, tendo como variáveis a 

temperatura de reação e a concentração de ácido sulfúrico, com o tempo de reação fixado 

(20 minutos). Após otimização da temperatura e concentração do catalisador foram 

realizados ensaios, variando o tempo de reação hidrolítica, descritos na seção 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 imersão de óleo de silicone, 

empregando a palha previamente tratada (70 °C durante 45 minutos e 80 mg de NaOH/g de 

biomassa) numa relação sólido:líquido de 1:10, mimetizando as condições posteriores de 

tratamento ácido. A Figura 20 apresenta a cinética de aquecimento construída para as três 

temperaturas propostas. Nota-se um perfil com três regiões distintas: I-fase linear (0 a 10 

min), II - fase intermediária (10 a 40 min) e III - fase estacionária (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 hidrólise ácida. 

 

Fonte: Arquivo Pessoal. 

 

Na região I (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 região II. 
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Verifica-se, neste ponto, que a taxa de aquecimento foi reduzida, e a diminuição foi 

acentuada quanto menor o valor de temperatura final desejada. Após 40 minutos de ensaio 

(região III), a taxa de aquecimento para as três curvas avaliadas tendeu a zero, atingindo 

um platô em 55 minutos para temperatura de 150°C e em 65 minutos para as demais 

temperaturas (160 e 170 °C). Estes tempos foram então utilizadas como ponto de partida 

para contagem de tempo do tratamento ácido. Vale ressaltar que a definição desse tempo 

levou em consideração uma variação do termopar de ± 3 °C, conforme destacado por setas 

em cada curva na Figura 20.  

 

 

5.1.2.1 Avaliação das condições de temperatura e de concentração de ácido 

 

No tratamento com ácido diluído, normalmente, são desejáveis baixas concentrações 

de catalisador, devido a algumas vantagens, como diminuição da quantidade de reagente 

para neutralização do hidrolisado na etapa de fermentação e, consequentemente, dos custo 

de produtos químicos (SHEKIRO et al., 2014). No entanto, para que atinja elevados 

rendimentos de hidrólise hemicelulose, com a diminuição do ácido é necessário aumento 

na temperatura de reação. Para este estudo, foi utilizado um planejamento composto de 

face centrada do tipo 2
2
, variando a temperatura de reação de 150 a 170 °C e a 

concentração de ácido sulfúrico de 0,5 a 1,0% m/v, mantendo a relação sólido:líquido de 

1:10. Os ensaios foram realizados em reator de 500 mL, durante 20 minutos em 

temperatura constante, com 200 mL da solução ácida.  

Os sólidos obtidos após as diferentes condições 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 condições foram agrupados por temperatura e em ordem 

crescente da concentração de ácido, ou seja, em ordem crescente de severidade. Verifica-se 

que o teor de celulose praticamente não variou, apresentando uma média de 64,5 ± 2,5%, 

enquanto que o teor de hemicelulose apresentou uma variação de 1,9 a 9,8%, diminuindo 

com o aumento da carga de ácido usada no tratamento, e esse comportamento foi mais 

acentuado com aumento da temperatura. De acordo com Fengel e Wegener (1989), a 

hemicelulose é um heteropolissacarídeo ramificado que contem grupos acetil como grupos 

pendentes apresentando uma estrutura amorfa, e , assim, é mais susceptível ao processo de 

hidrólise ácida. 
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Figura 21 - Composição química da palha de arroz tratada com álcali após o tratamento ácido, 

 sob diferentes condições operacionais, sendo a celulose (■), hemicelulose (■), lignina (■) e 

 cinzas (■). As linhas tracejadas mostram a composição da palha tratada apenas com álcali, 

 anterior ao tratamento ácido.  

 

 
 

 

Fonte: Arquivo Pessoal. 

 

Ainda na Figura 21, verifica-se que, de modo geral, uma pequena variação no teor 

de lignina com as condições de tratamento ácido (de 16,5 a 22,2%), sendo observado um 

valor médio de 18,9 ± 0,5%, exceto nas condições mais severas e brandas que 

apresentaram um valor de 22,2 e 16,5% dessa fração, respectivamente. Comportamento 

semelhante foi observado para o teor de cinzas, que apresentou um valor médio de 8,7 ± 

0,8%, apenas na condição mais severa foi verificado um teor de 3,7%. 

Ao comparar a composição dos sólidos obtidos após o tratamento sequencial (álcali 

+ ácido) com o sólido resultante do tratamento alcalino (linha tracejada), verifica-se, no 

geral, uma diminuição nos teores de hemicelulose e um aumento na celulose e lignina, e, 

desta forma, os sólidos obtidos após o tratamento ácido foram designados "celulignina".  

Nesta etapa, foi ainda avaliada a composição química dos hidrolisados 

hemicelulósicos, obtidos após a etapa de tratamento ácido sob diferentes condições. A 

Figura 22 apresenta as concentrações de glicose, xilose e arabinose presente nos 

hidrolisados hemicelulósicos, bem como o rendimento de hidrólise da hemicelulose 

(RHH). Com relação às pentoses, nota-se que a concentração de xilose variou de 9,5 a 17,9 

g/L, demonstrando uma intensa influência das variáveis avaliadas no planejamento na 

solubilização da xilana. Teores de xilose maiores que 15,5 g/L foram observados nas 

temperaturas de 150 e 160 °C e nas concentrações mais elevadas do catalisador (0,75 e 

1,00%).  
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Na condição de temperatura mais severa (170 °C) ocorreu uma redução da 

concentração de xilose, e esse comportamento foi mais acentuado com a maior 

concentração de ácido, possivelmente devido à degradação desse açúcar. A concentração 

de arabinose, no entanto, apresentou variação de 2,5 a 4,4 g/L, sendo os menores valores 

observados nas condições de maior severidade, indicando também uma maior degradação. 

Comportamento diferente ao observado por Castro et al. (2017), que observaram que a 

quantidade de arabinose liberada na presença de ácido não dependeu da severidade do 

tratamento, obtendo em média 4,6 g/L de arabinose. Os autores realizaram ensaios de 

hidrólise ácida da palha de arroz tratada com álcali em menor temperatura (121 °C), 

variando o ácido (de 0,5 a 1,5% m/v) e tempo (30 a 90 min) com severidade próximas ao 

do presente estudo (de 1,1 a 2,1). Isto indica que a temperatura elevada utilizada no 

presente estudo acelera a degradação dos açúcares, principalmente arabinose. 

 

Figura 22 - Caracterização dos hidrolisados hemicelulósicos obtidos no planejamento quanto ao 

 teor de glicose (■),xilose (■) e arabinose (■), rendimento de hidrólise da hemicelulose (▬) 

 e severidade (indicada na parte superior das barras) nas diferentes condições do 

 planejamento. 
 

 

 

Fonte: Arquivo Pessoal. 

 

Os rendimentos da hidrólise da hemicelulose (xilana + arabinana), apresentados na 

Figura 22, foram calculados considerando as concentrações das pentoses solubilizadas nos 

hidrolisados. Nota-se uma grande variabilidade no valor deste parâmetro (44,30 a 81,34%). 

Os maiores valores de rendimento (superiores a 70%) foram alcançados nas temperaturas 

abaixo de 170 °C. Na temperatura de 170 °C, o aumento na concentração de ácido 

promoveu uma diminuição no RHH, sugerindo a ocorrência de degradação de açúcares. 

0 

20 

40 

60 

80 

100 

0 

4 

8 

12 

16 

20 

R
en

d
im

en
to

 d
e 

H
id

ró
li

se
 

d
a
 H

em
ic

el
u

lo
se

 (
%

) 

A
çú

ca
re

s 
(g

/L
) 

             Severidade 

1,44          1,60         1,67         1,74          1,90          1,97           2,03          2,19        2,26  

0,50%   0,75%  1,00%    0,50%  0,75%   1,00%   0,50%  0,75%   1,00% 

 

 
150 °C                            160 °C                            170 °C 



80 

Com relação à liberação de glicose, verifica-se que a concentração desta hexose no 

hidrolisado hemicelulósico variou de 1,47 a 5,85 g/L. Observou-se que o aumento no teor 

de glicose foi proporcional ao aumento da concentração de ácido nas três condições de 

temperatura avaliadas. Esse perfil foi mais pronunciado com o aumento da temperatura. 

Esse comportamento está associado à maior degradação de celulose, quando condições 

mais severas de tratamento são utilizadas. Dessa forma, a maior concentração de glicose 

foi obtida na condição mais severa de tratamento (170 °C e 1% de ácido).  

O efeito da severidade do tratamento ácido sobre o rendimento de hidrólise da 

hemicelulose (RHH) e a seletividade (Sel) estão mostrados na Figura 23 A e B, 

respectivamente. Avaliando RHH, constata-se que este parâmetro atinge um máximo (em 

média 80%) entre a severidade de 1,6 a 1,7, a partir da qual ocorre uma redução (atingindo 

um valor mínimo de 44%).  

Quanto a seletividade (Sel), parâmetro que relaciona a soma das pentoses (xilose e 

arabinose) dividida pela glicose solubilizada no hidrolisado. É desejável a obtenção de 

altos valores de seletividade, visto que a hemicelulose deve ser prioritariamente 

solubilizada no hidrolisado hemicelulósico e a celulose deve ser preservada para posterior 

hidrólise enzimática. Observou-se que esse parâmetro correlacionou-se linear e 

negativamente com a severidade. Esses resultados indicam que em maiores severidades, a 

reação de hidrólise ácida é menos especifica, aumentando a solubilização da glicose e/ou 

degradação das pentoses.  

 

Figura 23 - Correlação entre rendimento de hidrólise enzimática (A) e  seletividade (B) com a 

 severidade. 
 

            

Fonte: Arquivo Pessoal 
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Após análise da solubilização dos açúcares, foi analisada a composição química dos 

hidrolisados hemicelulósicos em relação à presença ácido acético e aos produtos de 

degradação de açúcares e da lignina. No que se refere à concentração de ácido acético, 

verificou-se que seus teores foram inferiores a 0,39 g/L independente das condições 

hidrolíticas avaliadas. Essa baixa concentração de ácido acético já era esperada, uma vez 

que a liberação desse ácido é dependente do teor de grupamentos acetil presente no 

material (FENGEL; WEGENER, 1989). Como a porcentagem de grupos acetil  

apresentada pelo material tratado com álcali foi de 0,41% (vide Tabela 5), a concentração 

máxima de ácido acético, possível de ser solubilizada no hidrolisado hemicelulósico seria 

de 0,40 g/L. A diminuição da concentração de ácido acético é de extrema importância para 

fermentação do hidrolisado hemicelulósico, uma vez que o aumento gradativo deste ácido 

leva um aumento a toxicidade do meio, inibindo a produção de etanol (BELLIDO et al., 

2011). 

Os hidrolisados hemicelulósicos foram analisados quanto aos teores de compostos 

de degradação da lignina comumente presentes em hidrolisado hemicelulósico de palha de 

arroz. Os compostos fenólicos foram divididos em dois grupos (Figura 24 A e B): 1) 

produtos de degradação que apresentaram um maior concentração no hidrolisado 

hemicelulósico são eles: ácido vanílico (9 a 29 mg/mL), álcool vanilil (53 a 105 mg/mL) e 

pirocatecol (1090 a 4960 mg/mL); e 2) compostos que apresentaram um menor teor, como 

siringaldeído (0 a 9 mg/mL), ácido ferúlico (1 a 8) e ácido p-cumárico (20 a70 mg/mL). 

Na Figura 24 A, verifica-se que, em geral, estes produtos de degradação aumentam 

com aumento da severidade. O pirocatecol é o composto mais produzido no hidrolisado 

hemicelulósico, principalmente na temperatura de 170 °C, alcançando em média 4.880 

mg/L. Em relação ao grupo 2 (Figura 24 B), observou-se que, em geral, uma diminuição 

na concentração desses subprodutos com o aumento da concentração de ácido nas três 

condições de temperatura avaliadas. 

Avaliando os produtos de degradação dos açúcares (HMF, furfural e ácido furóico), 

nota-se pequenas quantidades desses subprodutos (< 500 mg/L) Figura 24 C. Em geral, 

estes compostos aumentam com tratamentos mais severos. Dentre eles, o ácido furóico 

apresentou maiores concentrações (176 a 476 mg/L), vale ressaltar que na condição mais 

severa este composto não foi detectado, indicando a degradação do posteriores ácido 

furóico. O HMF variou de 15 a 235 mg/L, aumentando sua concentração com aumento de 

severidade. Já o furfural (0 a 12 mg/L), apresentou quantidades irrelevantes. 
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Figura 24 - Caracterização dos hidrolisados hemicelulósicos obtidos no planejamento 

 quanto ao teor de subprodutos álcool vanilil (■), ácido vanílico (■) e pirocatecol (■) (A); 

 siringaldeído (■), ácido p-cumárico (■) e ácido ferúlico (■) (B); ácido furóico (■), HMF 

 (■) e furfural (■) (C) e severidade (indicada na parte superior das barras) nas 

 diferentes condições do planejamento. 
 

 

 

 

 

 

      

 

 

Fonte: Arquivo Pessoal.  
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Visando avaliar o comportamento da formação de produtos de degradação de 

açúcares nas diferentes condições, foi examinado o perfil da concentração de pentoses 

(xilose + arabinose) com seus produtos de degradação (furfural + ácido furóico), assim 

como o teor de glicose com HMF, apresentados na Figura 25 A e B, respectivamente. Em 

relação às pentoses (xilose + arabinose), pode-se verificar que os hidrolisados que 

apresentaram as maiores concentrações de xilose e arabinose tiveram menores 

concentrações de furfural e ácido furóico, o que sugere que a redução do teor das pentoses 

pode estar relacionada com a sua degradação (Figura 25 A).  

Perfil semelhante ao do presente estudo foi encontrado por Karimi; Kheradmandínia 

e Taherzadeh (2006) na catálise com ácido diluído (0,5% m/v) da palha de arroz in natura, 

variando a pressão (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 ácido em palha de arroz tratada com 

álcali variando o tempo (30 a 60 min) e a concentração de ácido (0,5 a 1,5% m/v) a uma 

temperatura mais baixa de 121 °C, observaram maiores teores dos produtos de degradação 

de pentoses ao aumentar a liberação das pentoses. Essa diferença de comportamento pode 

ser atribuída, principalmente a menor temperatura utilizadas pelos autores. 

 

Figura 25 - Correlações entre os teores de açúcares e de seus produtos de degradação nas 

 condiçõespropostas no planejamento. 

 
Fonte: Arquivo Pessoal.  

 

O perfil do teor de glicose com seu principal produto de degradação (HMF), Figura 

25 B, apresentou um comportamento diferente ao apresentado para as pentoses. A 

concentração 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 correlação foi também 

observada nos trabalhos de Karimi; Kheradmandínia e Taherzadeh (2006) e Castro et al. 
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(2017), mostrando que independente das condições de tratamento ácido avaliado, o teor 

dos produtos de degradação da glicose aumentam com maior solubilização desta hexose, 

uma vez que a celulose é uma fração de difícil solubilização em ácido diluído.  

Tendo em vista a importância da recuperação da porção polissacarídica durante o 

processo de tratamento ácido da palha de arroz para as subsequentes etapas de utilização 

desses açúcares, foi, então, realizado um balanço de massa a fim de verificar quais 

condições experimentais  apresentam menor perda de hemicelulose e de celulose. Os 

balanços de massas de celulose e hemicelulose levaram em consideração os sólidos e os 

líquidos recuperados, e estão apresentados na Figura 26 A e B, respectivamente.  

 

Figura 26 - Proporção de recuperação de celulose (A) e hemicelulose (B) na celulignina (■), no 

 hidrolisado hemicelulósico (■) e a perda da fração açúcarada (■), durante o 

 processamento da palha de arroz.  

 

 
 

 
 

  

Fonte: Arquivo Pessoal 

 

A condição ideal de hidrólise ácida, avaliando apenas o balanço de massa, é a que 

proporcione uma maior a recuperação de celulose na fração sólida (celulignina) e de 

hemicelulose na fração líquida (hidrolisado hemicelulósico). A Figura 26 A mostra a 

recuperação de celulose nas diferentes frações 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 fração de celulose foi solubilizada no hidrolisado 

hemicelulósico (3,1 até 11,6%). Vale destacar que apenas os tratamentos mais severos 

(2,19 e 2,26) apresentaram uma recuperação menor que 72% de celulose na fração sólida 

(celulignina). 

Em relação à fração hemicelulósica (Figura 26 B), maior parte desta fração foi 

recuperada no hidrolisado (de 42,9 até 80,1%) independente das condições de tratamento 

ácido, enquanto que menores teores desse polissacarídeo ficaram retidas na fração de 

celulignina (2,7 a 25,0%). Ressalta-se que o tratamento com severidade de 1,67 foi o que 

obteve maior valor de recuperação de hemicelulose na fração líquida.  

Ainda avaliando o balanço de massa, foi possível analisar o comportamento do RHH 

com a recuperação de hemicelulose na celulignina, assim como avaliar o efeito da 

severidade sobre a recuperação  das frações açucaradas. Os resultados estão indicados na 

Figura 27.  

 

Figura 27 - Correlação entre rendimento de hidrólise enzimática e a hemicelulose recuperada na 

 celulignina (A) e a severidade com a recuperação total das frações açucaradas (B). 

  
 Fonte: Arquivo Pessoal 

 

Avaliando o perfil do RHH em relação a recuperação de hemicelulose na celulignina 

(Figura 27 A), verifica-se que o valor máximo de RHH (~ 70%) foi obtido com a 

recuperação da hemicelulose variando de 10 a 25%. Nota-se, ainda, uma diminuição no 

RHH, para até 40%, com a menor recuperação de hemicelulose na celulignina, indicando 

que, além de solubilização, grande parte dos açúcares (xilose + arabinose) foram 

degradados.  
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No perfil da recuperação total das frações açúcares, na celulignina e no hidrolisado 

hemicelulósico, em relação à severidade (Figura 27 B) nota-se que a recuperação das 

frações açucaradas 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 

recuperação, atingindo um valor mínimo de 14%. 

 

 

5.1.2.3 Análise Estatística 

 

Para melhor avaliar esses dados expostos anteriormente, foi usado o planejamento 

experimental. Como variáveis resposta foram utilizados o rendimento de hemicelulose, a 

concentração de furanos e fenólicos, os sólidos recuperados e a celulose recuperada, 

conforme apresentado na Tabela 7.  

As estimativas dos efeitos, os erros-padrão, o teste t de Student e os níveis de 

significância para os modelos em função da temperatura (X1) e concentração de H2SO4 (X2) 

estão mostrados na Tabela 8, além disso, os gráficos de Pareto são apresentados na Figura 

28. 

Em relação ao rendimento de hemicelulose solubilizada no hidrolisado 

hemicelulósico (Figura 28 A), o efeito principal da temperatura é significativo ao nível de 

95% de confiança (p<0,05), e foi negativo, o que mostra que o pré-tratamento da palha de 

arroz em baixos valores desta variável resultou em uma melhor solubilização de xilose no 

hidrolisado celulósico.  

Além disso, a variável quadrática da temperatura (X1
2
) também foi significativa com 

efeito negativo, indicando a curvatura dentro do modelo. Vale ressaltar que, embora o 

efeito da concentração do ácido (principal) não tenha sido significativo (p<0,05), a 

interação entre temperatura e concentração de H2SO4 (X1.X2) foi significativa ao processo, 

ou seja, o efeito da concentração de H2SO4 depende da temperatura utilizada no 

tratamento. A interação tem efeito negativo, isto é, as respostas devem ser contrárias, e já 

que o efeito da temperatura é negativo, a combinação de 150 °C e 1,0% m/v de ácido, a 

qual o ácido está em seu maior nível, apresenta o maior rendimento de hidrólise da 

hemicelulose. 
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Tabela 7 - O rendimento de hemicelulose, concentração de furanos e fenólicos, perda de celulose e 

 massa recuperada, respectivamente, nas diferentes condições avaliadas de acordo com 

 planejamento fatorial. 

 

Variáveis  Respostas 

Tempo 

(°C) 

H2SO4 

(%m/v) 

 
RHHEMI 

(%) 

[Furanos] 

(g/L) 

[Fenólicos] 

(g/L) 

SR 

(% m/m) 

Celulose 

Recuperada 

 (% 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 formação dos furanos (produtos de degradação de 

açúcares), nota-se que o efeito principal da temperatura (X1) é positivo e significativo, 

mostrando que o aumento da temperatura aumenta a formação destes subprodutos. Além 

deste efeito principal, apenas a interação entre as variáveis temperatura e concentração de 

ácido (X1.X2) foi significativa ao processo com efeito negativo. Para os compostos 

fenólicos (produtos de degradação da lignina), constata-se que apenas a temperatura 

apresenta efeito principal significativo e positivo, mostrando que o aumento dos fenólicos 

no hidrolisado hemicelulósico pode ser relacionado ao aumento da temperatura (Figura 28 

C). 

Em relação à recuperação da celulose (Figura 28 D), verifica-se que todas as 

variáveis foram significativas. O efeito da interação entre temperatura e concentração de 

H2SO4 (X1.X2) foi o mais pronunciado e com sinal negativo, mostrando que as variáveis 

independentes devem ter níveis contrários. Ademais, a variável quadrática do ácido (X1
2
) e 
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da temperatura (X1
2
) também foram significativas, com efeito positivo e negativo, 

respectivamente, indicando a curvatura dentro do modelo. 

 
Figura 28 - Gráfico de Pareto para o rendimento de hidrólise da hemicelulose (A), furanos (B), 

 fenólicos (C), celulose recuperada (D) e sólidos recuperados (E) de acordo com 

 planejamento fatorial proposto. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

 

 

 

 

   

*Significativo a 95% de confiança. X1 (Temperatura, °C) e X2 (Concentração de H2SO4, % m/v). 

Fonte: Arquivo Pessoal.  
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Tabela 8 - Efeitos estimados das variáveis no nível de 95% de confiança para o rendimento de 

             recuperação de hemicelulose, concentração de furanos e fenólicos, recuperação de celulose 

            e massa recuperada de acordo com planejamento fatorial proposto. 

Variável 

Resposta 
Fatores 

Coeficiente de 

regressão 
Erro-padrão testatístico p-valor 

RHHEMI 

(%) 

Média 74,478 1,590 46,831 0,00000 

X1 -10,870 1,125 -9,666 0,00001 

X1
2
 -8,928 1,977 -4,516 0,00196 

X1X2 -6,962 1,356 -5,133 0,00089 

R
2
 = 0,94 

Furanos 

(g/L) 

Média 0,326 0,012 26,193 0,000000 

X1 0,095 0,015 6,409 0,000124 

X1X2 -0,043 0,018 -2,438 0,037469 

R
2
 =0,84 

Fenólicos 

(g/L) 

Média 3,032 0,388 7,808485 0,00437 

X1 1,648 0,476 3,464696 0,04050 

R
2
 =0,71 

Celulose 

Recuperada  

(%) 

Média 80,542 1,277 63,092 0,00001 

X1 -6,001 0,786 -7,636 0,00466 

X1
2
 -5,979 1,374 -4,353 0,02240 

X2 -6,249 0,786 -7,952 0,00415 

X2
2
 6,671 1,374 4,856 0,01667 

X1X2 -8,170 0,926 -8,822 0,00307 

R
2
 =0,88 

Sólidos 

Recuperados 

(%) 

Média 49,853 0,976 51,090 0,00002 

X1 -5,048 0,713 -7,084 0,00578 

X2 -5,568 0,713 -7,814 0,00436 

X2
2
 4,692 1,213 3,868 0,03058 

X1X2 -4,769 0,832 -5,731 0,01055 

R
2
 =0,82 

*Significativo a 95% de confiança. X1 (Temperatura, °C) e X2 (Concentração de H2SO4, % m/v). 
 

Fonte: Arquivo Pessoal. 

 

Quanto a massa de sólidos recuperada (Figura 28 E), verifica-se que a concentração 

de ácido tem o maior efeito, e apresenta sinal negativo, mostrando que o pré-tratamento da 

palha de arroz em baixas concentrações de ácido resulta em uma maior recuperação de 

sólidos; seguida do efeito principal da temperatura, que também apresenta sinal negativo. 

Destaca-se que, a interação entre temperatura e concentração de H2SO4 (X1.X2) também foi 

significativa, com efeito negativo, indicando que as variáveis independentes devem possuir 
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níveis contrários. Além disso, a variável quadrática da concentração de ácido (X2
2
) também 

foi significativa com efeito positivo, indicando a curvatura dentro do modelo. 

A análise de variância (Tabela 8) mostra que os modelos apresentaram um elevado 

coeficiente de determinação (R
2
) e também não houve falta de ajuste significativo nos 

modelos. Isto significa que os dados experimentais se ajustam e, portanto o efeito das 

variáveis temperatura e concentração de H2SO4 sobre as respostas avaliadas, descrevendo-

as pode ser descrito pela seguintes Equações. 

 

                          
                (13) 

  

                                   (14) 

 

                          (15) 

 

                       
                  

              (16) 

 

                                
               (17) 

 

Onde:  

RHH = Rendimento de hidrólise da hemicelulose (%), 

Fur = Soma dos furanos (g/L),  

Fen = Soma dos fenólicos (g/L),  

CR = Celulose recuperada (%), 

SR = Sólidos recuperados (%),  

X1 = Temperatura (°C) 

X2 = Concentração de H2SO4 (m/v). 

 

As superfícies de respostas para os modelos representados acima estão apresentadas 

na Figura 29. 

Com o objetivo de maximizar o rendimento de hidrólise da hemicelulose (RHH), e 

ao mesmo tempo obter um hidrolisado hemicelulósico com menor grau de toxicidade 

(menor concentração de fenólicos e furanos), além de uma maior recuperação de celulose 

na porção sólida e maior sólidos recuperados, foi então realizada uma análise de 

otimização numérica empregando o programa Design Expert 6.0, a partir da combinação 

das respostas para obter uma única condição otimizada. Um resumo do nível ótimo de cada 

fator (variável dependente) para maximizar o desempenho do pré-tratamento com ácido 

diluído é mostrado na Tabela 9.  
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Figura 29 - Superfície de resposta do rendimento de hidrólise da hemicelulose (A), furanos (B), 

 fenólicos (C), celulose recuperada (D) e sólidos recuperados (E) no planejamento fatorial 

 proposto. 

 

 

    
 

 

 

    
 

 

 

                                         
 

Fonte: Arquivo Pessoal.  
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Tabela 9 - Resumo do nível ótimo de cada variável dependente para maximizar o desempenho do 

 pré-tratamento com ácido diluído. 

Variável Dependente 
Critério de 

Otimização 

Efeito 

Temperatura 
Concentração 

de H2SO4 

Rendimento de hidrólise da hemicelulose  Maximizar ↓ ↑ 

Soma dos furanos  Minimizar ↓ ↑ 

Soma dos fenólicos  Minimizar ↓ • 

Celulose recuperada  Maximizar ↓ ↓ 

Sólidos recuperados  Maximizar ↓ ↓ 

(↑) Alto nível, (↓) Baixo nível, (•) Sem significância significativa (•) Sem significância 

significativa, mas  a interação apresenta significância. 

Fonte: Arquivo Pessoal 

 

De acordo com esta análise da Tabela 9, foi definida a condição otimizada, 

utilizando 0,85% m/v de H2SO4 e 150 °C. Em seguida, com o objetivo de validar o modelo 

obtido para a hidrólise ácida a partir dos sólidos tratados com álcali, foram realizados 

novos experimentos de tratamento ácido nas seguintes condições otimizadas. As respostas 

previstas pelo modelo, assim como a confirmação do modelo, estão apresentadas na 

Tabela 10. Este resultado mostra que o modelo descreve bem a região em estudo, uma vez 

que os valores experimentais estão dentro da faixa de variação, prevista por este mesmo 

modelo 

 

Tabela 10 - Condição otimizada as respostas previstas pelo modelo assim como a confirmação do 

 modelo estão apresentadas 

Variável Independente Condições Otimizada 

Concentração de Ácido Sulfúrico (% m/v) 0,85 

Temperatura (°C) 150 

Variável Dependente 
Valor 

Otimizado Experimental 

Rendimento de hidrólise da hemicelulose (%) 79,1±10,11 78,7±3,2 

Soma dos furanos (g/L) 0,248±0,022 0,263±0,030 

Soma dos fenólicos (g/L) 1,384±0,878 1,119±0,056 

Celulose recuperada (% m/m) 76,3±22,4 93,0±5,7 

Sólidos 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 condição otimizada de tratamento ácido 

 

Considerando que o tempo de tratamento ácido nos ensaios do planejamento foi 

fixado em 20 min, foram realizados experimentos na condição experimental de tratamento 

ácido otimizada (150 °C e 85 mg de H2SO4/g de biomassa) para acompanhamento dos 

parâmetros de hidrólise ácida 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 composição química da palha de arroz tratada com 

álcali, após o tratamento ácido na condição otimizada em diferentes tempos. O teor de 

celulose presente nos sólidos variou pouco entre 35 e 55 minutos e atingiu seu máximo 

(uma média 63,4±0,9%) após 55 minutos. Ao avaliar o teor de hemicelulose, nota-se que 

sua composição diminuiu com o tempo, chegando no valor médio mínimo de 5,3±0,2%, 

após 55 minutos de reação. Em relação à lignina, a variação 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 máximo 

de 16% após 85 min de reação. 

O perfil de liberação de açúcares no hidrolisado hemicelulósico e o rendimento de 

hidrólise da hemicelulose (RHH) estão mostrados na Figura 31. Nota-se que a maior 

concentração de xilose (19,1 g/L) foi atingida após 65 min de reação e decrescendo para 

17,2 g/L com 85 min. Esses resultados indicam que após 65 min, não há solubilização de 

xilana, ocorrendo apenas a degradação da xilose já liberada. Verifica-se, também, que a 

quantidade de arabinose liberada nos diferentes tempos de hidrólise mostrou pouca 

variação, sendo observada uma concentração média de 4,0 g/L durante todo o tempo de 

reação. O fato de altas concentrações de arabinose terem sido detectadas nos tempos 

iniciais de hidrólise ácida pode ser explicado por essa pentose ser um grupo pendente 

ligado à 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 hidrólise da 

hemicelulose foram alcançados entre 55 e 65 minutos com valores de aproximadamente 

85%. Este parâmetro, após 65 min, decresceu a 77% no tempo de 85 min. Já em relação à 

solubilização da glicose, observa-se uma crescente liberação desta hexose até 55 minutos 

de reação onde atinge um máximo de 2,8 g/L. A partir deste momento, a concentração 

diminuiu até 2,5 g/L, sugerindo degradação. 
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Figura 30 - Composição química da palha de arroz tratada com álcali após o tratamento ácido, 

 hemicelulose (■), lignina (■), cinzas (■) e celulose (■). 

 

Fonte: Arquivo Pessoal. 

 

Figura 31 - Teor de glicose (■), xilose (■) e arabinose (■) e rendimento de hidrólise da 

 hemicelulose (● e linha de tendência ▬) presentes no hidrolisado hemicelulósico após 

 tratamento ácido utilizando 0,85% m/v de ácido e 150 °C.  

 
Fonte: Arquivo Pessoal. 

 

Os hidrolisados obtidos também foram analisados quanto aos teores de subprodutos 

sendo os maiores níveis destes compostos observados nos hidrolisados obtidos com maior 

tempo de reação. Para o ácido acético (Figura 32) nota-se uma crescente concentração 

com o tempo, com uma máxima concentração de 0,35 g/L, o que correspondeu a 88%de 

solubilização do grupo acetil presente na biomassa.  
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Figura 32 - Liberação de ácido acético no hidrolisado hemicelulósico após tratamento ácido 

 utilizando 0,85% m/v de ácido e 150 °C. 

 
Fonte: Arquivo Pessoal. 

 
Figura 33 - Liberação de furanos no hidrolisado hemicelulósico após tratamento ácido utilizando 

0,85% m/v de ácido e 150 °C, sendo ácido furóico (■), furfural (■) e HMF (■). 

 
Fonte: Arquivo Pessoal. 

 
Figura 34 - Liberação de fenólicos no hidrolisado hemicelulósico após tratamento ácido utilizando 

 0,85% m/v de ácido e 150 °C, sendo siringaldeido (■), ácido vanílico (■), ácido 

 p-cumárico(■), ácido ferúlico (■) e pirocatecol (■). 

 
Fonte: Arquivo Pessoal. 
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O perfil de formação de furanos (ácido furóico, HMF e furfural) é mostrado na 

Figura 33. Em todos os tempos avaliados ocorreu uma baixa concentração desses 

subprodutos e a soma destes não ultrapassou a 330 mg/L no hidrolisado hemicelulósico. A 

baixa concentração de furfural (< 5 mg/L) pode ser justificada pela sua degradação em 

ácido furóico, o qual que apresentou a maior concentração em todos os tempos avaliados 

(de 206 a 301 mg/L). Já o HMF, produzido a partir da degradação da glicose, apresentou 

um aumento linear com o tempo, com uma taxa de 3,9 mg/L por minuto (R
2
 = 0,90), 

atingindo um valor de 26 mg/L. 

A formação de fenólicos (siringaldeído, ácido vanílico, p-cumárico, ferúlico, e 

pirocatecol), Figura 34, mostra um aumento linear com o tempo em uma taxa de 0,12 

mg/mL (R
2
 = 0,84) e 0,14 mg/mL (R

2
 = 0,86) para siringaldeido e o ácido vanílico, 

respectivamente. No entanto, o ácido p-cumárico e ferúlico atingem um máximo a 35 

minutos, decrescendo após este tempo. Com relação ao pirocatecol, que foi o composto de 

degradação com maior concentração nessas condições de hidrólise ácida, apresenta um 

aumento até 55 minutos, atingindo uma concentração máxima de 1,7 g/L, decrescendo 

para1,2 g/L em 85 minutos.  

Com base nos resultados obtidos considerando a alta e eficiente solubilização da 

hemicelulose no hidrolisado hemicelulósico, assim como um elevado teor de celulose na 

celulignina foi, então, estabelecido o tempo de 10 minutos como o ótimo para o tratamento 

ácido (85 mg de H2SO4 /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 reação, o 

tempo de tratamento ácido foi reduzido em 10 min, comparado ao do planejamento 

inicialmente estudado. 

 

 

5.1.2.5 Condição de tratamento ácido em maior escala 

 

Visando a obtenção de uma maior quantidade de celulignina para a utilização nas 

etapas posteriores do trabalho, foi realizado um ensaio de hidrólise ácida em reator de 80 L 

nas condições previamente otimizadas (85 mg de H2SO4/g de palha tratada com álcali, com 

10 minutos a temperatura constante de 150 °C) empregando 3,2 Kg da palha de arroz 

tratada com álcali (PD) e 32 litros de solução ácida de 0,85% (m/v). Após lavagem com 

água até pH 6,5 e secagem natural ao sol até atingir 10% de umidade, esse sólido foi 

caracterizado quimicamente e denominado de palha de arroz tratada com álcali e ácido 
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(PTNaOH+H2SO4), sendo utilizado nas etapas seguintes do trabalho. A composição química 

durante o processamento da biomassa e o balanço de massa dos tratamentos estão 

apresentados na Tabela 11. 

Tabela 11 - Composição química, massa recuperada e porcentagem de remoção de cada fração 

 durante o processamento da palha de arroz tratada com álcali e ácido (PTNaOH+H2SO4). 

Componentes 

Composição (g/100g) 
Recuperação* 

(%) 

Recuperação 

Total** 

(%) 
In natura PTNaOH PTNaOH+H2SO4 

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 insolúvel 12,90 10,94 18,28 99,4 58,2 

  Lignina solúvel 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 

PTNaOH = palha de arroz tratada com álcali; PTNaOH+H2SO4 = palha de arroz tratada com álcali e ácido; 

* Recuperação da etapa de desacetilação, calculada considerando 59,5% de sólidos a recuperados 

nesta única etapa. ** Recuperação do pré-tratamento, todas as etapas de tratamento, calculada 

considerando 41,1% de sólidos recuperados. 

Fonte: Arquivo Pessoal 

 

O mesmo procedimento de hidrólise ácida foi realizado com palha de arroz in natura 

e o sólido obtido foi caracterizado quimicamente e denominado de palha de arroz tratada 

apenas com ácido (PTH2SO4). A composição química durante o processamento da biomassa 

e o balanço de massa dos tratamentos estão apresentados na Tabela 12. 

Nota-se que a maior composição da fração celulósica foi na PTNaOH+H2SO4, cujo 

aumento foi de aproximadamente 25% quando comparados a PTH2SO4. Ademais, a 

PTNaOH+H2SO4 apresentou uma diminuição na composição dos grupos acetil, lignina e 

cinzas, a redução foi de 100, 30 e 40%, respectivamente, quando comparada a PTH2SO4. 

Avaliando a recuperação de cada componente, nota-se que mesmo passando por dois 

tratamentos, a recuperação da celulose na PTNaOH+H2SO4 (69%) foi maior em relação à palha 

de arroz tratada apenas com ácido (53%), o que permitiu aumento do açúcar disponível nas 

etapas posteriores. 
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Tabela 12 - Composição química, massa recuperada e porcentagem de remoção de cada fração 

 durante o preocessamento palha de arroz tratada apenas com ácido (PTH2SO4). 

Componentes 
Composição (g/100g) Recuperação* 

(%) In natura PTH2SO4 

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 insolúvel 12,90 26,88 82,31 

  Lignina solúvel 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 - 

PTH2SO4 = palha de arroz tratada apenas com ácido; * Recuperação da hidrólise ácida controle, 

calculada considerando 39,5% de sólidos a recuperados nesta única etapa.  

Fonte: Arquivo Pessoal 

 

A composição dos hidrolisados hemicelulósicos obtidos a partir da palha de arroz 

tratada com álcali (PTNaOH) e da palha de arroz in natura estão apresentados na Tabela 13. 

Em relação às frações açucaradas, nota-se apenas uma pequena variação, especialmente 

nos teores de xilose, que é principal açúcar liberado na hidrólise ácida, o que resultou em 

similares rendimento de hidrólise hemicelulose (94%). Chen et al. (2012c) e Castro et al. 

(2017) não 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 condições de maior severidade, a fração 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 fenômeno também é observado em 

altas temperaturas, mesmo em tratamentos ácidos com baixa severidade. Mostrando 

também que a severidade combinada não é um parâmetro ideal para comparar tratamentos 

com temperaturas muito variadas. 

Quanto ao ácido acético, o hidrolisado obtido pelo tratamento da palha de arroz 

tratada com álcali e ácido (HHNaOH+H2SO4) apresenta um teor de apenas 0,3 g/L. No entanto, 

nos hidrolisados obtidos a partir da palha in natura (HHH2SO4)o nível deste ácido foi de 1,4 

g/L. Pode-se observar uma redução significativa (78,6%) quando comparamos os dados. 
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Os resultados já eram esperados, uma vez que o tratamento alcalino removeu os grupos 

acetil, e a concentração de ácido acético liberada depende do tipo de biomassa (FENGEL; 

WEGENER, 1989). 

 

Tabela 13 - Composição química do hidrolisado hemicelulósico após o tratamento ácido, na 

 condição otimizada em diferentes tempos. 

Componentes (g/L) 
Composição do Hidrolisado Hemicelulósico  

Álcali + Ácido Ácido 

Açúcares e ácido 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 

  Ácido Acético 0,3±0,2 1,4±0,1 

Produtos de degradação de açúcares 

  HMF 0,019±0,002 0,055±0,003 

  Ácido Furóico 0,285±0,047 0,199±0,033 

  Furfural nd 0,003±0,000 

Produtos de degradação de lignina 

  Pirocatecol 0,663±0,106 1,285±0,051 

  Ácido Vanílico 0,014±0,002 0,037±0,003 

  Álcool vanilil 0,095±0,005 0,098±0,008 

  Vanilina nd 0,017±0,002 

  Ácido p-cumárico 0,003±0,001 0,020±0,001 

  Ácido ferúlico 0,016±0,002 0,012±0,004 

RHH (%) 94,19±1,6 94,24±2,1 

RHH = rendimento de hidrólise da hemicelulose 

Fonte: Arquivo Pessoal 

 

Analisando o teor de furanos, em geral, ocorreu maior degradação dos açúcares no 

HHH2SO4. Observou-se que o furfural não está presente no hidrolisado HHNaOH+H2SO4, no 

entanto, o teor de ácido furóico está em maior concentração (285,2 mg/L) quando 

comparado ao hidrolisado ácido (198,7 mg/L). O HMF apresentou concentração três vezes 

menor no HHNaOH+H2SO4 quando comparados ao HHH2SO4.  

Em relação aos fenólicos, nota-se que o HHH2SO4 apresenta uma maior degradação da 

lignina. Verifica-se que o pirocatecol, ácido vanílico e p-cumárico apresentaram maior teor 

no HHH2SO4 quando comparado ao no HHNaOH+H2SO4, duas, três e seis vezes maior, 
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respectivamente. A vanilina não foi detectada no hidrolisado produzido no processo álcali 

+ ácido, enquanto a concentração no HHH2SO4 foi de 17,2 mg/L. O teor do álcool vanilil e 

ácido ferúlico não apresentaram diferença entre os dois hidrolisados. 

 

 

5.1.2.6 Análise das mudanças estruturais da palha de arroz 

 

Como discutido nas etapas anteriores desste trabalho, durante o processamento da 

palha de arroz ocorre uma série de modificações nos teores de cada fração, em função do 

tratamento realizado. No entanto, além das modificações químicas, o processamento 

também é capaz de causar mudanças estruturais na fibra (LANGAN et al., 2014). 

Buscando avaliar estas modificações estruturais foram analisadas as fotomicrografias, em 

microscópio eletrônico de varredura, e o índice de cristalinidade (IC) da celulose, utilizando 

a técnica de difração de raios-X, para a palha de arroz in natura, palha de arroz tratada com 

álcali e palha de arroz tratada com álcali e ácido. Os resultados destas análises são 

mostrados na Figura 35 e Figura 36, para as fotomicrografias e índice de cristalinidade, 

respectivamente. 

As fotomicrografias em MEV foram realizadas com o objetivo de se verificar as 

mudanças estruturais ocorridas no material durante os processos alcalino e alcalino + 

ácido. A Figura 35 mostra as características morfológicas da palha de arroz in natura 

(Figura 35 A), submetida ao tratamento álcali (Figura 35 B) e ao tratamento álcali e ácido 

combinados material (Figura 35 C), obtidas por meio de microscopia eletrônica de 

varredura (MEV) com ampliação de 50 e 2000 vezes.  

Na ampliação de 50 vezes, verifica-se que o tratamento alcalino na palha de arroz 

promoveu a uma redução do tamanho das fibras, mostrando uma leve desorganização, mas 

sem rompimento da estrutura principal (Figura 35 A e B). No entanto, a palha tratada com 

álcali e ácido exibiu uma estrutura mais desorganizada, com maior exposição das fibras, o 

que aumentou a área superficial e a porosidade do material (Figura 35 C). Apesar de 

ambos os tratamentos se mostrarem eficazes aumentando a exposição da superfície nas 

amostras de palha, a morfologia da PTNaOH está mais conservada do que a na PTNaOH+H2SO4. 

 Este resultado está diretamente relacionado com as características de cada etapa do 

pré-tratamento empregado. O tratamento álcali desfaz a estrutura lignocelulósica 

principalmente pela remoção dos grupos acetil e redução parcial da lignina e cinzas, 

permanecendo a celulose e hemicelulose (CHEN et al., 2012; CASTRO et al., 2017). Por 

outro lado o tratamento com ácido sulfúrico diluído eficaz, além de solubilizar a maioria   
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Figura 35 - Fotomicrografias obtidas por microscopia eletrônica de varredura das amostras de 

 palha de arroz: in natura (A), tratada com álcali (B) e tratada com álcali e ácido (C). 

 Ampliação: 50 vezes (lado esquerdo) e 2000 vezes (lado direito). 

 
 

 

   
 

 

   
 

 

   
Fonte: Arquivo Pessoal.  
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dos açúcares hemicelulósicos no processo, é capaz de diminuir o tamanho médio das 

partículas, levando a uma maior digestibilidade da celulose (LEU; ZHU, 2013). 

Em relação à ampliação de 2000 vezes, as micrografias do MEV sugerem que o 

tratamento alcalino aumentou a rugosidade das fibras, provavelmente devido à retirada de 

parte da lignina, deixando expostos os tricomas (pêlos) desenvolvidos através de células 

silificadas, formadas por sílica (HUSTON, 1972), estruturas cilíndricas presentes na 

fotomicrografia da Figura 35 B. Pode-se observar um maior desgaste causado após 

tratamento ácido, Figura 35 C, pela retirada da cinzas (ausência de tricomas) e 

hemicelulose. 

A análise por MEV também mostrou diferença significativa entre a palha in natura e 

a palha submetida a diferentes tratamentos. Ambos os tratamentos, álcali e álcali + ácido, 

foram eficazes no que diz respeito às mudanças estruturais, aumentando a exposição da 

área superficial nas amostras de palha. No entanto, a morfologia da PTNaOH+H2SO4 mostra 

que esse tratamento levou a uma maior exposição das fibras que a PTNaOH. 

Amostras de celulose são 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 

após os tratamentos químicos empregados, foi utilizada a técnica de difração de raio-X. Os 

difratogramas das amostras de palha de arroz in natura, tratada com álcali e tratada com 

álcali e ácido estão apresentados na Figura 36. Observa-se com clareza a presença de dois 

picos no difratograma em 2θ próximo a 16° e 23°. Nos difratogramas das palhas que 

passaram por tratamentos químicos verifica-se ainda um pico perto de 35°. Esses picos são 

característicos da celulose do tipo I, estrutura encontrada na celulose nativa (FRENCH, 

2014), mostrando que está estrutura se mantém durante os tratamentos. 

No difratograma foram medidas as intensidades de um dos picos de difração 

característicos de celulose I (plano 002, próximo a 2θ 22,5º) e o vale próximo a 18º, que 

representa o material amorfo das amostras. A partir desses valores de intensidade, foram 

calculados os índices de cristalinidade das amostras conforme proposto por Segal et al. 

(1962), e os resultados estão apresentados na Tabela 14. Segal et al. (1962) criou um 

método rápido para a calcular a medida empírica da cristalinidade relativa da celulose, a 

partir do índice de cristalinidade (IC). Para determinação do IC da celulose foi calculada a 

razão entre a intensidade do pico referente ao plano 002 (22º ≤2θ≤23º) e amorfa 

(18º≤2θ≤19º).  
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Figura 36 - Difratograma de raios-X das amostras de palha de arroz: in natura (preta), tratada com 

 álcali (vermelha) e tratada com álcali e ácido (azul). 
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Fonte: Arquivo Pessoal. 

 

Tabela 14 - Intensidade do pico de difração que representa o material cristalino e o vale mínimo do 

 halo que representa o material amorfo e índice de cristalinidade das amostras de palha de 

 arroz: in natura, tratada com álcali e tratada com álcali e ácido. 

Palha de arroz I(002) I(a) IC (%) 

In natura 9994,913 4642,312 53 

PTNaOH  9994,913 4715,382 53 

PTNaOH+H2SO4 9994,912 4042,950 58 

I(002) = Intensidade do pico de difração que representa o material cristalino; I(a) = Intensidade vale 

mínimo do halo que representa o material amorfo; IC = índice de cristalinidade 

Fonte: Arquivo Pessoal 

 

Conforme demonstrado por Park et al. (2010), o índice de cristalinidade obtido pelo 

método de Segal não é adequado para realizar comparações entre dados da literatura, uma 

vez que várias variáveis da análise podem afetar a medida. No entanto, como todos os 

difratogramas foram gerados nas mesmas condições de análise, foi possível realizar a 

comparação entre as amostras, já que tratamentos químicos na biomassa lignocelulósica 

podem afetar a cristalinidade da celulose.  

Pode-se perceber que conforme os tratamentos químicos foram aplicados, ocorreu a 

diminuição da intensidade em 2θ, referente à região amorfa e os picos ficaram mais 

resolvidos. 
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Os resultados obtidos mostraram que o índice de cristalinidade da palha de arroz in 

natura foi 53%, valor semelhante ao da palha tratada apenas com álcali, enquanto que na 

palha de arroz tratada com álcali e ácido o índice de cristalinidade foi 58%.  

Aparentemente, o tratamento álcali + ácido aumentou o índice de cristalinidade da fibra em 

5%. Esse aumento da cristalinidade se deve provavelmente à remoção dos componentes 

não celulósicos durante o processamento da biomassa, principalmente hemicelulose.  

 

 

5.2 Hidrólise Enzimática 

 

Esta etapa teve como objetivo avaliar o perfil de hidrólise enzimática (sacarificação) 

da palha de arroz pré-tratada (alcalino + ácido) empregando elevados teores de sólidos (16, 

20 e 24% m/v). Nesta etapa, foi também avaliada a forma de condução do processo de 

hidrólise enzimática (batelada simples e batelada alimentada) empregando o teor de sólidos 

de 24% m/v. Os ensaios foram conduzidos em reator não-convencional do tipo Moinho de 

Bolas Vertical (MBV) empregando condições operacionais previamente estabelecidas por 

Castro, 2016 (carga enzimática de 29,5 FPU por grama de celulose, 30 esferas de vidro, 

temperatura de 46 °C e agitação de 100 rpm). 

Os ensaios foram nomeados de acordo com a forma de condução da hidrólise e teor 

de sólidos 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 adição de 4% m/v após 10 h e 

24 h, totalizando 24% m/v). 

A Figura 37 apresenta o perfil de liberação de açúcares (glicose, celobiose e xilose), 

o rendimento de hidrólise enzimática (RHE) da palha de arroz pré-tratada nos diferentes 

teores de sólidos avaliados em batelada simples, assim como a correlação entre a liberação 

de glicose e celobiose e rendimento de hidrólise enzimática com o teor de sólidos.  

Nota-se, na Figura 37 A, que o aumento no teor de sólidos favoreceu a liberação de 

glicose e celobiose apresentando valores máximos 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, o que se justifica pelo 

maior conteúdo de celulose disponível na reação de hidrólise enzimática. Esse mesmo 

comportamento não foi verificado para a xilose (Figura 37 B), uma vez que a liberação 

desta pentose foi favorecida apenas com o aumento de sólidos de 16 para 20% m/v, sendo 

que nos ensaios com 20% m/v, a concentração de xilose obtida foi similar ao observado 
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com 24% m/v, durante 36 h de reação. A concentração máxima 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 sólidos. 

 

Figura 37 - Perfil de liberação da glicose (linha sólida) e celobiose (linha tracejada) (A), xilose 

 (B), rendimento de hidrólise da celulose (C) empregado na hidrólise enzimática de palha de 

 arroz tratada com álcali e ácido: batelada contendo 16% m/v (■), batelada contendo 20% 

 m/v (●) e batelada contendo 24% m/v (▲). E a correlação da liberação de glicose e 

 celobiose (■) e rendimento de hidrólise enzimática (●) com o teor de sólidos (D). 
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Para uma melhor análise destes dados, foi então analisado o perfil do rendimento de 

hidrólise enzimática (RHE) nas diferentes condições avaliadas conforme mostrado na 

Figura 37 C. Este parâmetro relaciona o teor de glicose e celobiose com a quantidade de 

glicose teórica que pode ser obtida da fração celulósica em cada tratamento. Verifica-se 

que o maior valor de rendimento de hidrólise (80%) foi alcançado após 36 h com 16% m/v 

de sólidos (BS16), sendo reduzido para 72% (cerca de 10%) nos ensaios conduzidos com 

20 ou 24% m/v, o que pode ser atribuído a diversos ao aumento da viscosidade da reação, 

dificultando a mistura e transferência de massa. O impacto do aumento dos sólidos 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, condições de sacarificação, 

condução do processo, configuração do reator, dentre outros. Por exemplo, Gupta et al. 

(2012), avaliando a hidrólise enzimática da madeira de algaroba previamente 

deslignificada (clorito de sódio a 120 °C por 30 minutos), observaram uma redução do 

rendimento de hidrólise em 33%, quando o teor de sólidos foi elevado de 15 para 20% m/v, 

o que correspondeu a um valor de RHE de 60 e 40%, respectivamente, após 48 h. Estes 

autores realizaram os experimentos em biorreator convencional (STR) empregando 9 

FPU/g de celulose.  

Já no estudo realizado por Lu et al. (2010), os resultados de rendimento da hidrólise 

enzimática foram similares (73%), empregando 17, 25 e 33% m/v do resíduo da colheita 

do milho pré-tratado por explosão a vapor. Neste estudo, as reações foram conduzidas em 

frascos de 250 mL, com uma carga enzimática de 47 FPU/g de celulose, a 50 °C por 96 h. 

Utilizando palha de arroz pré-tratada com ácido (0,65% m/v de ácido sulfúrico a 152 °C 

por 10 min), Kapoor el al. (2016) constataram que o aumento do teor de sólidos de 16 para 

20% m/v promoveu uma redução no rendimento de hidrolise enzimática  de 77 e 55%, o 

que representou uma redução de 25% neste parâmetro. 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 hidrólise (12 horas a menos) para as condições 

do presente estudo. Os melhores resultados de RHE observados no presente estudo com 

20% m/v de sólidos em relação ao trabalho de Kapoor el al. (2016) podem ser atribuídos a 

três fatores: 1) a utilização do tratamento alcalino anterior a hidrólise ácida, 2) maior carga 

enzimática e 3) configuração do reator. 

Analisando Figura 37 D, nota-se que uma correlação positiva para a solubilização da 

celulose (liberação de glicose e celobiose) e negativa para o rendimento de hidrólise 

enzimática com o teor de sólidos. Nota-se ainda que ambos os comportamentos foram 

lineares com coeficientes de determinação (R
2
) acima de 0,79. Esses resultados mostram 

que, mesmo aumentando o teor de sólido na reação, a digestibilidade da celulose não é 

proporcional. Esse comportamento foi também obtido por Cara et al. (2007) na hidrólise 

enzimática da poda de oliveira pré-tratada (explosão à vapor seguida de deslignificação 

com hidróxido de sódio) numa faixa de variação de sólidos 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 

diminuição tanto no rendimento de hidrólise enzimática quanto na adsorção de enzimas 

com o aumento do teor de sólidos, concluindo que o efeito dos sólidos pode ser explicado 

pela inibição da ligação das celulases ao substrato. O efeito dos sólidos sobre o rendimento 

de hidrólise enzimática tem sido reportado na literatura não apenas na reação de 

sacarificação de biomassas lignocelulósicas, mas também no processo que combina 

sacarificação e fermentação simultânea (JORGENSEN; KRISTEN; FELBY, 2007; 

VARGA et al. 2004).  

Ainda na Figura 37, verifica-se que a maior concentração de glicose liberada (100 

g/L) na hidrólise enzimática da palha de arroz pré-tratada foi obtida com o maior teor de 

sólidos avaliados (24% m/v) correspondendo a 72% de RHE. Mesmo apresentando um 

rendimento de hidrólise 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 resíduo da colheita do milho pré-tratado por explosão a vapor, contendo 

42,8% de celulose, obtiveram 74,2% de RHE, após 96 h, com 25% m/v. 

Em outro estudo, Zhao et al (2013), empregando bagaço de cana-de-açúcar pré-

tratado com formilina (86,2% de celulose), alcançaram 70% de RHE, após 144 h, com 

25% m/v de sólidos. Ludwig et. al (2014), usando a palha de trigo pré-tratada com álcali 

diluído (73% de celulose), alcançaram 133 g/L de glicose, o que equivale a 76% de RHE 

após 48 h de hidrólise enzimática. Esses estudos sugerem que, mesmo utilizando diferentes 

tipos de biomassas, formas de pré-tratamentos e condições operacionais variáveis, o uso de 

alto teor de sólidos (25% m/v) na etapa de hidrólise enzimática por batelada simples 

parece limitar o valor de RHE. Essa limitação pode ser atribuída à alta viscosidade do 

sistema, uma vez que o emprego de alto teor de sólidos dificulta seriamente a mistura e a 

transferência de massa da reação (CARDONA et al.2015). 

A literatura tem mostrado que uma forma de contornar estes problemas relacionados 

a mistura, é o emprego da batelada alimentada, já que o rendimento de hidrólise 

enzimática, principalmente empregando elevados teores de sólidos, é influenciado tanto 

pela configuração do reator quanto pela forma de condução do processo(HODGE et al., 

2009; GUPTA et al., 2012 e CARDONA et al.2015).  

Com o objetivo de aumentar o rendimento de hidrólise enzimática da palha de arroz, 

e, consequentemente, obter uma maior concentração de glicose para fermentação, foi 

avaliado o processo de hidrólise enzimática por batelada alimentada em reator MBV com 

24 % m/v de sólidos totais.  
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A Tabela 15 apresenta os parâmetros obtidos nas diferentes formas de condução do 

processo de hidrólise enzimática da palha de arroz pré-tratada, empregando o teor de 

sólidos de 24% m/v. Nota-se que em batelada simples, com exceção da concentração de 

xilose, o reator MBV mostrou um desempenho muito superior em relação ao frasco, sendo 

observado um aumento de 40 e 80% nos níveis de glicose e celobiose, respectivamente, o 

que correspondeu a um aumento de 44% no RHE.  

Com relação a batelada alimentada, que foi avaliada apenas no reator MBV, 

verificou-se que os parâmetros de hidrólise enzimática foram levemente superiores ao da 

batelada simples, apresentando um aumento no valor de RHE, em cerca de 10%. Esses 

resultados são superiores aos obtidos por Yang et al. (2010) que também empregaram um 

reator cilíndrico contendo esferas de aço, para facilitar a mistura reacional. Os autores 

utilizaram o resíduo da plantação de milho pré-tratado com ácido diluído (0,8% m/v 158°C 

por 10 min) com 18% m/v de sólidos totais e observaram um aumento máximo de 5% nos 

valores de RHE na batelada alimentada (adição inicial de sólidos de 60% e 20% após 12 e 

24 h) em relação à batelada simples. Neste trabalho, foi também constatado que o 

fracionamento da enzima durante o processo foi menos efetivo do que sua adição total no 

início da reação, corroborando o modelo proposto por Cardona et al. (2015). Esses autores 

observaram que a adição inicial de toda enzima resultou em maiores rendimentos de 

glicose e um processo mais eficiente em termos de energia devido à liquefação mais rápida 

e à suplementação de sólidos mais rápidas na batelada alimentada.  

 

Tabela 15 - Parâmetros obtidos nas diferentes formas de condução do processo de hidrólise 

 enzimática empregando o teor de sólidos de 24% (m/v). 

 

 

Parâmetros 

Batelada 

Simples Alimentada** 

Erlenmeyer Reator MBV Reator MBV 

Glicose (g/L) 70,99±4,32 100,19±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 78,56±5,32 

**Batelada alimentada em reator MBV = inicialmente com 16% m/v, e adição de 4% m/v após 10 

h e 24 h, totalizando 24% m/v, durante 48 h. 

Fonte: Arquivo Pessoal. 
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Resultados de rendimento de hidrólise enzimática semelhantes ao do presente estudo 

foi obtido por Zhao et al (2013) utilizando o bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado com 

formilina. Os autores empregaram frascos Elenmeyers com 25% m/v de sólidos 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 hidrólise 

enzimática com 20% m/v de madeira de algaroba, previamente deslignificada ao empregar 

batelada alimentada (RHE = 64%) quando comparada à batelada simples (RHE = 40%), o 

que correspondeu a um aumento de cerca de 57%. Porém, os valores de RHE obtidos pelos 

autores são inferiores aos observados no presente estudo. Essas variações nos resultados 

podem ser atribuídas ao tipo de biomassa e condições de processo. 

De acordo com Chandra et al. (2010), a utilização da batelada alimentada diminui os 

problemas de mistura e de transferência de massa/calor, já que a adição gradual de sólidos, 

reduz a viscosidade do sistema. Com base nos resultados obtidos no presente estudo ficou 

demonstrado que a batelada alimentada favoreceu a sacarificação, indicando que a 

estratégia empregada reduziu o grau de viscosidade da palha pré-tradada com 24% m/v.  

Conforme já mostrado anteriormente, o rendimento de hidrólise enzimática 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%). É importante ressaltar que, até às 10 horas de 

reação, ambos os ensaios (BS16 e BA16+4+4) apresentaram o mesmo teor de sólidos 

(16% m/v), porém a carga enzimática 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 então comparados e o perfil de liberação 

da glicose e celobiose estão mostrados na Figura 38 A e B, respectivamente. 

Nota-se na Figura 38 A, que apesar da diferença na carga de enzimas, a 

concentração de glicose produzida foi similar até 10 h, atingindo um valor de 55 g/L. 

Dessa maneira, pode-se inferir que a utilização da maior carga enzimática não favoreceu a 

liberação de glicose para o teor de sólidos inicial de 16% m/v. No entanto, nesse mesmo 

período de tempo (10 h), a liberação de celobiose (Figura 38 B) apresentou um aumento 

de 77% na maior carga enzimática (ensaio BA16+4+4), indicando que a quantidade de β-

glicosidase foi insuficiente para a clivagem da celobiose em glicose, o que resultou em seu 

maior acúmulo. Estes resultados sugerem a necessidade de otimização da carga enzimática 

para o processo de sacarificação com altos teores de sólidos, especialmente no que se 

refere à quantidade de β-glicosidase no extrato enzimático.  
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Figura 38 - Perfil de liberação da glicose (A) e celobiose (B) durante a hidrólise enzimática de 

 palha de arroz tratada com álcali e ácido: batelada simples em reator contendo 16% m/v (■) 

 e batelada alimentada em reator contendo inicialmente 16% m/v, e adição de 4% m/v após 

 10 h e 24 h, totalizando 24% m/v (●). 
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Fonte: Arquivo Pessoal. 
 

5.3 Impacto da sequencia de pré-tratamento na hidrólise enzimática 

 

Com objetivo de verificar o impacto da sequencia de pré-tratamento utilizado durante 

no processamento da palha de arroz sobre o rendimento de hidrólise enzimática, os sólidos 

obtidos em cada etapa (1) alcalino (PTNaOH); 2) ácido (PTH2SO4) e 3) alcalino+ácido 

(PTNaOH+H2SO4) foram submetidos ao processo de sacarificação por batelada alimentada, 

nas condições experimentais previamente estabelecidas, em reator MBV. Inicialmente, 

foram avaliadas algumas características físicas aparentes importantes de cada material na 

hidrólise , como: densidade aparente e absorção de água apresentados na Figura 39 e 

Figura 40, respectivamente. Em relação a densidade aparente (Figura 39 B), fica evidente 

que a palha tratada com álcali apresenta uma densidade muito inferior as outras palhas 

avaliadas. Nota-se que a densidade aumentou com a realização do tratamento ácido, sendo 

a PTNaOH+H2SO4 mais densa que a PTH2SO4. 

A densidade aparente foi de 0,14; 0,16 e 021 g/cm
3
 para PTNaOH, PTH2SO4 e 

PTNaOH+H2SO4, calculada a partir da Figura 39 B. Confirmando, o que a Figura 39 A já 

indicava. 

Para avaliar a absorção de água, foi preparada uma mistura de palha + água, na 

proporção de 16% de sólidos, foi tirada uma foto antes e após 10 min da adição de água 

(Figura 40 A e B, respectivamente). Esta propriedade seguiu o mesmo comportamento da 

A B 
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densidade aparente, mostrando que quanto maior a densidade, mais água é adsorvida. 

Observa-se que imediatamente após a adição de água (Figura 40 A), as palhas tratadas 

com ácido adsorveram a água rapidamente e, após os 10 min, todo a palha fica 

umidificada, apresentando pouca ou nenhuma água residual (Figura 40 B). Enquanto, na 

PTNaOH, a absorção foi mais lenta e, mesmo após 10 min, verifica-se uma parcela da palha 

seca, sem adsorver água. Essa propriedade é de extrema importância, uma vez que água é 

um pré requisito para atividade das enzimas hidrolíticas, além de ser crucial para o 

mecanismo de transporte durante a hidrólise, possibilitando a transferência de massa no 

processo (FELBY et al., 2008).  

 

Figura 39 - Densidade aparente da palha de arroz tratada com álcali (PTNaOH ácido (PTH2SO4) e na 

 álcali e ácido (PTNaOH+H2SO4). Sem compactação (A) e compactada (B). 

 
Fonte: Arquivo Pessoal. 

 

Foram então avaliados os perfis de solubilização dos açúcares e rendimento de 

hidrólise enzimática para cada material, a Figura 41. A solubilização da celulose foi muito 

dificultada, e praticamente não se observou a liquefação da biomassa durante o ensaio. Isso 

já era esperado uma vez que a baixa a absorção de água no material limita a etapa de 

sacarificação. Nota-se que a hidrólise enzimática empregando 24% m/v da palha de arroz 

A 

B 
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tratada com álcali apresentou um teor de 18,9 e 1,8 g/L para glicose e celobiose, 

respectivamente, o que correspondeu a um rendimento de hidrólise de 20%.  

 

Figura 40 - Absorção de água no teor de 16% m/v na palha de arroz tratada com álcali (PTNaOH), 

 ácido (PTH2SO4) e álcali e ácido (PTNaOH+H2SO4). Ao adicionar a água (A) e 10 min após a 

 adição (B). 

 
Fonte: Arquivo Pessoal. 

 

Quanto aos demais tratamentos, foi possível observar que o tratamento alcalino + 

ácido (108,4 g/L) promoveu um aumento de 25%, quando comparado aos resultados 

obtidos com o material tratado apenas com ácido (84,3 g/L). Isso pode ser explicado pela 

diferença no conteúdo de celulose presente nos materiais avaliados (PTH2SO4 = 46,8 e 

PTNaOH+H2SO4 = 58,2%), uma vez que o teor desta fração foi proporcional ao aumento 

observado. Ao avaliar a celobiose, foi verificado um aumento de 85% na concentração 

deste dissacarídeo na hidrólise da palha arroz tratada com álcali e ácido (12,9 g/L) em 

relação aos valores obtidos apenas com a PTH2SO4 (Figura 41 B). Observou-se, ainda, que a 

concentração de celobiose permaneceu praticamente constante após 20 horas de ensaio. 

O perfil de solubilização da xilana, expresso em função da concentração de xilose, 

está mostrado na Figura 41 B. A maior concentração desta pentose foi observada na 

hidrólise enzimática utilizando a palha tratada com álcali (13,7 g/L), seguida da palha 

tratada com álcali + ácido (7,9 g/L) e da palha tratada apenas com ácido (6,3 g/L). 

A 

B 
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Considerando a composição de xilana em cada palha de arroz tratada PTNaOH (20,5%), 

PTH2SO4 (3,2%) e PTNaOH+H2SO4 (5,9%), vide Tabela 11 e Tabela 12, e o teor de máximo de 

xilose liberada durante a hidrólise enzimática foi feita uma correlação dessas variáveis 

(gráfico não exposto). Observou-se que a concentração de xilose liberada se correlaciona 

linear e positivamente com teor de xilana do material, ou seja, a solubilização da xilana 

depende diretamente da composição desta fração no material submetido a hidrólise 

enzimática. 

 

Figura 41 - Perfil de liberação da glicose (linha sólida) e celobiose (linha tracejada) (A), xilose (B) 

 e rendimento de hidrólise da celulose (C) na hidrólise enzimática da palha de arroz tratada 

 com álcali e ácido (■), tratada apenas com ácido (●) e tratada apenas com álcali (▲). 
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Fonte: Arquivo Pessoal. 
 

A Figura 41 C apresenta o rendimento de hidrólise enzimática obtidos pela 

solubilização da celulose da PTNaOH+H2SO4, PTH2SO4 e PTNaOH. Ambas as palhas que 

passaram pelo tratamento ácido, apresentaram perfil de rendimento de hidrólise enzimática 

semelhante, até 10 h de ensaio e, com aumento do teor de sólidos através da alimentação, 

A B 

C 
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passaram a exibir uma diferença de 5%. A PTH2SO4 e PTNaOH+H2SO4 apresentaram 73 e 78% 

de RHE, respectivamente. No entanto, Chen et al. (2012), realizando a hidrólise enzimática 

de resíduos da plantação 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 hidrólise 

enzimática no tratamento álcali + ácido, quando comparado a apenas uma única etapa de 

pré-tratamento por hidrólise ácida.  

Semelhante aos trabalhos de Chen et al. (2012), Castro et al. (2017), observaram que 

a palha de arroz tratada com álcali + ácido era mais suscetível à hidrólise enzimática do 

que a palha de arroz tratada apenas com ácido, uma vez que apresentaram um RHE de 89 e 

73% , respectivamente, o que correspondeu a um aumento de 22%. Os autores realizaram a 

hidrólise enzimática com 8% m/v, com uma carga enzimática de 20 FPU/g celulose a 43 

°C em frascos Erlenmeyer por 48 h. Os trabalhos observaram diferenças significativas 

quando realizaram as hidrólises enzimáticas em baixos teores de sólidos. Dessa forma a 

pequena diferença no RHE na hidrólise enzimática da PTH2SO4 e PTNaOH+H2SO4, além do 

valor tão baixo para PTNaOH  pode ser possivelmente explicada pelo elevado teor de 

sólidos. 

De acordo com literatura, a principal vantagem do emprego de altos teores de sólidos 

na etapa de hidrólise enzimática é a possibilidade de obtenção de elevadas concentrações 

de açúcares fermentescíveis, podendo assim alcançar títulos de etanol compatíveis com os 

custos de destilação (KRISTENSEN et al., 2009; MODENBACH; NOKES 2013). Então, 

mesmo com a pequena diferença no RHE, apresentada para alto teor de sólidos da hidrólise 

enzimática das PTH2SO4 e PTNaOH+H2SO4, um maior teor de glicose foi liberada ao utilizar a 

PTNaOH+H2SO4. Isso ressalta a importância do tratamento sequencial (álcali + ácido), uma 

vez que exibe uma maior concentração de glicose após a hidrólise enzimática, podendo ser 

utilizado para obter uma alta concentração de etanol, 

Para a maioria das principais tecnologias de pré-tratamento, o teor de celulose nos 

substratos é relativamente baixo e/ou a hidrólise enzimática apresenta baixos rendimentos 

de hidrólise, impossibilitando a obtenção de etanol em concentrações 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 álcali + ácido foi selecionada, e 

empregada nos estudos posteriores. 

 

 



115 

5.3.1 Balanço de massa 

 

Após obtenção dos monômeros de glicose e xilose nos hidrolisados celulósicos e 

hemicelulósicos, respectivamente, foi feito um balanço de massa sob as condições 

otimizadas para os pré-tratamentos, álcali + ácido (Figura 42), e após uma única etapa de 

tratamento alcalino ou ácido (Figura 43), seguidos pela hidrólise enzimática. O objetivo 

desta etapa é melhor avaliar o processamento da palha de arroz, apenas comparando os 

tratamentos neste trabalho, dessa forma, foram consideradas todas as recuperações 

mássicas e líquidas, mesmo sabendo que as operações unitárias de separação sólido/líquido 

em escala laboratorial não 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 

(álcali + ácido), a eficiência de recuperação da hemicelulose no hidrolisado hemicelulósico 

(HH) foi 10 vezes maior do que na celulignina. Um comportamento contrário e de mesma 

magnitude (~10 vezes) foi observado pra celulose, que apresentou uma maior recuperação 

no hidrolisado celulósico (HC), mostrando uma grande separação das frações açucaradas 

quando o tratamento sequencial é empregado.  

Avaliando apenas o tratamento ácido da palha de arroz in natura (Figura 43), 

verifica-se que apesar de apresentar um alto valor de recuperação de hemicelulose no HH, 

23 vezes maior do que na celulignina, nota-se que, para a celulose, a diferença foi de 

apenas 3 vezes maior no HC. Mostrando que em relação ao fracionamento da celulose e 

hemicelulose o tratamento sequencial foi mais efetivo. 

Em relação ao tratamento alcalino, ainda na Figura 43, nota-se que apesar das 

mudanças químicas que favorecem a hidrólise enzimática, este tratamento não foi eficiente 

na recuperação de açúcares no hidrolisado celulósico com altos teores de sólidos. 

Com os dados de recuperação de cada fração açucarada em relação a palha in natura, 

foram compilados na Tabela 16, permitindo a comparação entre os tratamentos. 

Nota-se que o tratamento que recuperou maior fração celulose foi o sequencial, que 

foi o duas e cinco vezes maior que apenas o tratamento acido e alcalino, respectivamente. 

Avaliando a recuperação da hemicelulose, o tratamento ácido apresentou maior 

recuperação total dessa fração, mas apenas 17% maior quando comparado ao tratamento 

sequencial.  
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Tabela 16 - Eficiência de recuperação em cada fração obtida em cada tratamento. 

REC 

(%) 

Tratamento Alcalino Tratamento Ácido 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 =  recuperação; Cel = celulose; Hemi = hemicelulose; Acetil = grupos acetil; Licor = licor 

alcalino; HC = hidrolisado celulósico obtido após hidrólise enzimática; HH = hidrolisado 

hemicelúlósico. 

Fonte: Arquivo Pessoal. 

 

Com base nos resultados obtidos pode-se inferir que a sequência de tratamento 

proposta no presente trabalho proporcionou um efetivo fracionamento da palha de arroz em 

duas correntes separadas de carboidratos, hidrolisado hemicelulósico rico em xilose e 

hidrolisado celulósico rico em glicose, permitindo assim o uso destas correntes para a 

produção de etanol com vantagens adicionais, como a redução da toxicidade da fração de 

hidrolisado hemicelulósico, uma vez que grande parte do acetato (potencial inibidor 

microbiano) foi solubilizado no licor alcalino. 

Com o aumento da produção de etanol por via bioquímica a partir de matérias-primas 

lignocelulósicas, é interessante encontrar um destino para este resíduo 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 produção de compostos de 

alto valor agregado nos campos químico, alimentar, farmacêutico, têxtil e cosmético 

(CASTRO, 2016; MUSSATTO, DRAGONE, ROBERTO, 2007). 
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Figura 42 - Diagrama do balanço de massa para as condições otimizadas do processamento sequencial (álcali + ácido) da palha de 

  arroz.  
 

 

Fonte: Arquivo Pessoal. 
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Figura 43 - Diagrama do balanço de massa na condição otimizada do processamento da palha de arroz, que passou apenas por uma 

  etapa. 

 

Fonte: Arquivo Pessoal.. 
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5.4 Fermentação do hidrolisado celulósico  

 

Nesta etapa, foram utilizados, como substrato da fermentação, os hidrolisados 

celulósicos obtidos por batelada simples (HCBS) e batelada alimentada (HCBA) em reator 

MBV, ambos processados com 24% m/v da PTNaOH+H2SO4. Inicialmente, foram realizados 

ensaios com o hidrolisado celulósico da batelada simples para avaliação da necessidade de 

centrifugação dos sólidos residuais, assim como sua suplementação nutricional. Para isto, 

foram preparados dois tipos de meios de fermentação: 1) Slurry celulósico (SC) composto 

pela mistura (líquido e sólido residual); e 2) Hidrolisado celulósico (HC) composto apenas 

pela fração líquida. Para o estudo nutricional, os meios foram fermentados na presença ou 

ausência dos seguintes componentes, em g/L: 1,0 de (NH4)2SO4, 1,5 de KH2PO4, 0,1 de 

MgSO4.7H2O e 3,0 de extrato de levedura. Os ensaios foram conduzidos em frascos 

Erlenmeyer na temperatura de 43 °C, sob agitação de 100 rpm com a levedura 

Kluyveromyces marxianus Y - 6860.  

A Figura 44 apresenta o perfil de consumo de glicose e produção de etanol da 

fermentação por K. marxianus empregando os meios SC e HC na presença e ausência de 

nutrientes. 

 
Figura 44 - Consumo de glicose (A) e formação de etanol (B) por K. marxianus empregando o 

 slurry celulósico (SC) sem nutriente (■) e com nutriente (●) e o hidrolisado celulósico 

 (HC) sem nutriente (▲) e com nutriente (▼) obtidos a partir  da hidrólise enzimática com 

 24% m/v da palha de arroz pre-tratada. 
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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 suplementação de nutrientes, após 18 h. Nos demais meios, os perfis de 

assimilação de glicose foram similares, sendo ainda constatado um residual de glicose 

(aproximadamente 30%), após 24 h. Com relação ao etanol (Figura 44 B), nota-se que a 

maior produção foi obtida no HC com suplementação nutricional atingindo um valor de 

32,0 g/L, após 17 h. Nos demais meios, a concentração de etanol foi similar (cerca de 22 

g/L), o que correspondeu a um decréscimo de 31% quando comparado ao HC com 

suplementação nutricional. 

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

marxianus nos diferentes meios avaliados, apresentados na Tabela 17.  

 

Tabela 17 - Parâmetros fermentativos da produção de etanol por K. marxianus NRRL Y-6860 nos 

 diferentes meios avaliados. 

Parâmetros 

Meios de Fermentação 

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 

       YP/S (g/g) 0,39 0,44 0,40 0,44 

       QP (g/L h) 0,87 1,02 0,95 2,04 

       (%) 76,5 86,3 78,4 86,3 

SC = slurry celulósico; HC = hidrolisado celulósico; SN (sem suplementação nutricional); CN 

(com suplementação nutricional), GC (glicose consumida), YP/S (fator de conversão de glicose em 

etanol), QP (produtividade volumétrica em etanol) e ƞ (eficiência do bioprocesso).  
Fonte: Arquivo Pessoal. 

 

Analisando a Tabela 17, verifica-se que nas condições experimentais avaliadas a 

produtividade volumétrica em etanol (QP) foi o parâmetro que apresentou a maior variação 

(de 0,87 a 1,88 g/L.h), enquanto que o fator de conversão em etanol variou de 0,39 a 0,46 

g/g. Nota-se ainda, que todos os parâmetros foram favorecidos, tanto na ausência de 

sólidos quanto com suplementação de nutrientes, indicando um efeito sinérgico destas 

variáveis, ou seja, os maiores valores foram observados no hidrolisado celulósico (ausente 

de sólidos) com suplementação nutricional. Estes resultados sugerem que: 1) o hidrolisado 

celulósico obtido nas condições deste estudo não apresenta uma constituição nutricional 

adequada para o bioprocesso, sendo, portanto, necessária a sua suplementação e 2) os 
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sólidos residuais da hidrólise enzimática afetam a transferência de massa do sistema, 

levando a uma menor eficiência do processo fermentativo. 

Baseando-se nos resultados obtidos, foi então selecionado o meio a base de 

hidrolisado celulósico (ausência de sólidos) com suplementação de nutrientes para a 

condução dos ensaios de fermentação em reator do tipo Moinho de Bolas Vertical (MBV). 

As condições experimentais (40 °C e 200 rpm de agitação) foram selecionadas de acordo 

com os dados de Cunha et al. (2017). Todos os ensaios foram conduzidos com o 

hidrolisado celulósico obtido por batelada alimentada (HCBA) contendo 110 g/L de 

glicose, o qual foi suplementada com os mesmos nutrientes utilizados nos ensaios 

anteriores realizados em frascos. A concentração inicial de inóculo (K. marxianus) foi de 

3,0 g/L. Para efeito de comparação, 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 produção de 

etanol, ácido acético, glicerol, biomassa e variação do pH por K. marxianus estão 

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 fermentação, enquanto, no 

meio semidefinido, o consumo desta hexose foi incompleto, mostrando um residual de 

22% neste mesmo tempo. Estes resultados podem ser explicados pela presença do extrato 

enzimático no hidrolisado celulósico, o qual representa uma fonte de nitrogênio adicional 

para células. O efeito positivo da presença 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, o consumo dessa 

hexose foi praticamente paralisado, momento no qual a levedura iniciou o consumo da 

celobiose. Após este período, verifica-se uma retomada no consumo de glicose (na mesma 

velocidade inicial), concomitante a assimilação 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 os açúcares testados, sejam monômeros ou dímeros. Verificaram ainda que a 

levedura consome concomitantemente glicose e frutose, comportamento semelhante ao 

obsevado no presentes estudo, com glicose e celobiose. 

Em relação à xilose no hidrolisado celulósico, nota-se que esta pentose não foi 

consumida pela levedura K. marxianus durante as 12 h de fermentação. 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 fermentação, não foi possível observar o consumo de xilose.  

 

Figura 45 - Consumo de glicose, celobiose (■) e xilose (►) (A), produção de etanol (B), 

 crescimento celular (C), formação de ácido acético (linha sólida) e glicerol (linha 

 tracejada) (D) por Kluyveromyces marxianus empregando hidrolisado celulósico de palha 

 de arroz (●) e meio semidefinido (■).  
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Fonte: Arquivo Pessoal 

 

Quanto à produção de etanol (Figura 45 C), nota-se, para ambos os meios avaliados, 

que o valor máximo foi atingido após 12 h e que a formação deste produto foi favorecida 

no meio a base de hidrolisado celulósico, apresentando uma produção 30% maior (36,8 

g/L), quando comparado ao meio semidefinido (28,4 g/L). Já com relação à formação de 

células (Figura 45 C), verifica-se um comportamento diferente, uma vez que produção de 

A 

B 

C D 
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biomassa foi favorecida no meio semidefinido, com menor produção de etanol. Esses 

resultados revelam que o HC suplementado com nutrientes apresenta uma composição 

mais adequada ao metabolismo fermentativo de K. marxianu,  quando comparado ao meio 

semidefinido. Isso reforça a importância da composição do meio para direcionamento do 

fluxo metabólico para produção de etanol. Vale ressaltar que as células se mantiveram 

viáveis durante todo processo fermentativo.  

A Figura 45 D apresenta o perfil do ácido acético e glicerol, que são os principais 

subprodutos da fermentação. Nota-se que, no HC, o ácido acético foi produzido desde o 

inicio do processo, enquanto no MS a produção deste ácido foi iniciada somente após 6 h 

de fermentação. A maior concentração de ácido acético foi de 1,67 e 0,32 g/L no HC e no 

MS, respectivamente, após 12 h de fermentação.  

Segundo Pentjuss et al. (2017) o acúmulo de acetato citoplasmático por K. marxianus 

ocorre quando há necessidade de NADH extra ou de acetil CoA citoplasmática, que esta 

relacionada com a produção de biomassa. Então a maior concentração de ácido acético 

obtida no HC, poderia explicar a menor concentração celular neste meio (Figura 45 C), 

causada pela falta de acetil CoA. Assim, a produção de ácido acético seria uma resposta 

metabólica de K. marxianus para atenuar esse problema.  

Similar ao observado para o ácido acético, a produção 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 concentração deste metabólito (Figura 45 D). De acordo com 

Pentjuss et al., (2017), o glicerol é um dos principais metabólitos secundários produzidos 

no metabolismo de K. marxianus. Uma de suas funções é manter equilibrada a oxidação do 

NADH citoplasmático, principalmente, quando há fornecimento limitado de oxigênio 

impossibilitando sua regeneração pela cadeia de transportadora de elétrons. 

Dessa forma, pode-se inferir que a maior quantidade de glicerol excretada no meio 

HC está intimamente relacionada com a produção de ácido acético, devido à necessidade 

de manter o equilíbrio redox citoplasmático pelo excesso de NADH, produzido juntamente 

com o acetato. Isso corrobora o trabalho de Pentjuss et al. (2017), onde relatou que o ácido 

acético é produzido juntamente com NADH e que o acúmulo deste ácido pode gerar um 

desequilíbrio redox citoplasmático. 

Na Tabela 18 estão apresentados os parâmetros fermentativos de K. marxianus em 

hidrolisado celulósico de palha de arroz suplementado com nutrientes (HC) e meio 

semidefinido (MS). Pode-se observar que o fator de conversão de substrato em etanol 

(YP/S) apresentou pouca variação nos meios avaliados (0,30 e 0,34 g/g), no entanto, o fator  
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Tabela 18 - Parâmetros fermentativos da produção de etanol por K. marxianus NRRL Y-6860 nos 

 diferentes meios avaliados. 

Parâmetros HC MD 

Tempo de fermentação (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 28,4±2,5 

Ácido acético inicial (g/L) 0,0±0,0 0,0±0,0 

Àcido 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±1,9 4,2±0,3 

YX/S (g/g) 0,035±0,010 0,067±0,003 

YX/S
*
 (g/g) 0,033±0,009 0,067±0,003 

YP/S (g/g) 0,35±0,02 0,30±0,03 

YP/S
*
 (g/g) 0,34±0,01 0,30±0,03 

YP/X (g/g) 10,69±2,75 4,58±0,74 

QX
 
(g/L,h) 0,30±0,08 0,52±0,04 

QP (g/L h) 3,07±0,04 2,37±0,21 

 (%) 69,61±2,96 59,69±6,52 


*
 (%) 67,20±2,93 59,69±6,52 

YX/S (fator de conversão de glicose em células), YX/S *(fator de conversão de glicose e celobiose em 

células), YP/S (fator de conversão de glicose em etanol), YP/S* (fator de conversão de glicose e 

celobiose em etanol), YP/X (fator de conversão de substrato em etanol), QS (produtividade 

volumétrica em células) QP (produtividade volumétrica em etanol), ƞ (eficiência do bioprocesso 

considerando consumo de glicose) e ƞ* (eficiência do bioprocesso considerando consumo de 

glicose e celobiose). 

Fonte: Arquivo Pessoal. 
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de conversão em células no meio semidefinido (YX/S = 0,067 g/g) foi praticamente o dobro 

do observado no HC (YX/S = 0,035 g/g), indicando que a produção de etanol por K. 

marxianus foi mais eficiente no HC, o que confirmado pelo maior valor de YP/X. 

Nota-se ainda que a produtividade volumétrica em etanol (QP), foi também 

favorecida no meio a base de hidrolisado celulósico sendo encontrado um valor de 3,07 

g/L.h ao final da fermentação. Esses resultados demonstram que o hidrolisado celulósico 

de palha de arroz obtido no presente estudo apresenta características favoráveis para 

produção de etanol por K. marxianus. No entanto, estudos posteriores são ainda 

necessários para avaliar o efeito individual de cada nutriente sobre o bioprocesso, assim 

como seus níveis ótimos. 

De uma forma geral, a produção de etanol celulósico utilizando a levedura K. 

marxianus tem sido focada no processo de sacarificação e fermentação simultânea (SSF) 

sendo o processo de sacarificação e fermentação em separado (SHF) normalmente avaliado 

com S. cerevisae. Dessa forma, os resultados foram comparados com outros trabalhos com 

S. cerevisae em hidrolisado celulósico. 

Dahnum et al (2015), po exemplo, avaliando a fermentabilidade do hidrolisado 

celulósico de resíduos de frutas (com glicose inicial de 107 g/L) por S. cerevisae comercial 

a 10 g/L, obtiveram uma eficiência do bioprocesso de 87%, e uma produtividade de 1,98 

g/L.h. Utilizando hidrolisado celulósico de bagaço de cana contendo 117,2 g/L de glicose, 

Suttiku et al (2016) avaliaram a fermentação de S. cerevisiae TISTR 5596 e obtiveram 48,2 

g/L de etanol, com uma eficiência de 99%,. No entanto, a produtividade foi de 0,5 g/L.h. 

Rana et al (2014), a partir de hidrolisado celulósico de resíduos da plantação 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 parâmtros fermentativos da produção de etanol a partir de 

diferentes biomassas lignocelulósicas empregando diferentes configurações de processo 

para produção de etanol.Verifica-se que a produtividade volumétrica em etanol obtida foi 

extremamente promissora, mesmo considerando a etapa de hidrólise enzimática no tempo 

de processamento quando comparada a SHF e ao SSF. Vale ressaltar que a menor 

eficiência do processo observada no presente trabalho (70%) sugere a necessidade de 

estudos adicionais, como otimização da suplementação nutricional, aeração, concentração 

de inóculo, pH inicial, entre outros. 
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Tabela 19 -  Parâmetros fermentativos da produção de etanol a partir de diferentes biomassas lignocelulósicas empregando diferentes configurações de 

 processo para produção de etanol. 

Micro-organismo Materia Prima Hidrólise enzimática Fermentação 
η (η

P
) 

(%) 

QP (QP
*
) 

(g/L.h) 
Referência 

K. marxianus Palha de arroz BA16+4+4% SHF 67 (52) 3,07 (0,61) Presente Trabalho 

S. cerevisiae Polpa de mandioca BA12+4+4% 
SHF 86 (54) 0,75 (0,25) 

Zhu et al. (2014) 
SSF 77 0,36 

S. cerevisiae Bagaço de cana BS20% 
SHF 99 (58) 0,50 (0,19) 

Suttikul et al. (2016) 
SSF 70 0,60 

S. cerevisiae Palha de trigo BS10% 
SHF 81 (nc) 0,86 (0,22) 

Alfani et al. (2000) 
SSF 68 0,75 

S. cerevisiae Palha de milho BS10% 
SHF 89 (65) 0,28 (0,16) 

Rana et al. (2014) 
SSF 69 0,30 

S. cerevisiae Palha de trigo BS10% 
SHF 90 (68) 0,19 (0,09) 

Tomás-Pejo et al. (2008) 
SSF 79 0,34 

 

η
P
 = eficiência de processo calculado pelo etanol produzido a partir do teor de celulose dos sólidos pré- tratados, ou seja, simulando o processo 

simultâneo (SSF); QP
*
 = produtividade considerando tempo:de hidrólise enzimática + tempo de fermentação; nc = não calculado 

Fonte: Arquivo Pessoal. 
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5.5 Fermentação da fração hemicelulósica 

 

Na etapa de tratamento ácido da palha de arroz (item 5.1.2.5) foi também recuperada 

a fração líquida (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 fração em processos de bioconversão é 

de fundamental importância para a viabilidade econômica do processo. Dessa forma, essa 

etapa teve como objetivo avaliar a fermentabilidade do hidrolisado hemicelulósico 

empregando a levedura S. stipitis, a qual tem sido apontada como uma das mais 

promissoras para esta bioconversão, apresentando características únicas que permitem 

minimizar a produção de xilitol, favorecendo desta forma a produção de etanol 

(AGBOGBO; COWARD-KELLY, 2008). 

Para a realização destes ensaios, o hidrolisado original foi submetido a uma etapa de 

concentração para aumentar o teor de xilose em aproximadamente 3X ( 60 g/L). A 

composição química do hidrolisado hemicelulósico antes e após concentração está 

mostrada na Tabela 20. Pode-se observar, que após a concentração do hidrolisado o teor 

dos açúcares foi aumentado proporcionalmente ao fator de concentração utilizado (cerca de 

3 vezes), mostrando que não houve degradação destes componentes durante esta etapa. 

Nota-se ainda que há uma baixa concentração dos produtos de degradação de açúcares e 

lignina (ambos < 1,0 g/L) na composição do hidrolisado hemicelulósico concentrado e, 

principalmente, a ausência de  ácido acético, o que é vantajoso, uma vez que estes 

compostos podem afetar o metabolismo fermentativo de leveduras.  

O ácido acético, por exemplo, tem sido apontado na literatura como um dos 

principais inibidores do processo fermentativo empregando a fração hemicelulósica. 

Bellido et al. (2011) constataram que o ácido acético mesmo em baixas concentrações (0,5 

g/L) no meio fermentativo, contendo xilose como fonte de carbono, reduziu a produção de 

etanol por Scheffersomyces stipitis em cerca de 20%.  

A conversão de xilose em etanol é fortemente influenciada pelo meio fermentativo, 

como presença de inibidores, fatores ambientais e nutricionais, os quais impactam 

fortemente a produtividade dos processos de bioconversão. Dessa forma foi avaliado o 

efeito da suplementação nutricional do hidrolisado hemicelulósico sobre os parâmetros do 

processo. 
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Tabela 20 - Composição química do hidrolisado hemicelulósico após o tratamento ácido, na 

 condição otimizada em diferentes tempos. 

Componentes 

Composição do Hidrolisado 

Hemicelulósico (g/L) FC 

Original Concentrado 

Açúcares e ácido acético 

  Glicose 3,1±0,2 10,4±0,3 3 

  Xilose 20,9±0,3 66,5±0,5 3 

  Arabinose 4,8±0,2 15,3±0,6 3 

  Ácido Acético 0,3±0,2 nd ↓ 

Produtos de degradação de açúcares 

  HMF 0,196±0,002 0,068±0,005 ↓ 

  Ácido Furóico 0,285±0,047 0,582±0,018 2 

  Furfural nd nd - 

Produtos de degradação de lignina 

  Pirocatecol 0,663±0,106 0,337±0,004 ↓ 

  Ácido Vanílico 0,014±0,002 0,044±0,005 3 

  Álcool vanilil 0,095±0,005 0,133±0,015 = 

  Vanilina nd nd - 

  Ácido p-cumárico 0,003±0,001 0,013±0,004 4 

  Ácido ferúlico 0,016±0,002 0,012±0,002 = 

FC = fator de concentração; ↓ = diminuição da concentração; = = manteve a concentração original. 

Fonte: Arquivo Pessoal. 

 

A Figura 46 mostra o perfil fermentativo Scheffersomyces stipitis em hidrolisado 

hemicelulósico de palha de arroz concentrado com e sem suplementação nutricional. Para 

comparação foram também realizados ensaios em meio semidefinido.  

Nota-se na Figura 46 A que a glicose foi totalmente consumida, após 12 h, 

independentemente dos meios avaliados, enquanto que a xilose mostrou uma assimilação 

mais lenta nos meios à base de hidrolisado hemicelulósico (60 h) do que em meio 

semidefinido (30 h). Com relação ao etanol (Figura 46 B), nota-se que concentração 

máxima deste produto coincidiu com o esgotamento da xilose nos meios avaliados, porém 

o valor obtido no hidrolisado hemicelulósico, independentemente da suplementação 

nutricional, foi cerca de 30% inferior ao observado no meio semidefinido (16,4 g/L). Estes 

resultados revelam que: 1) a suplementação nutricional ao hidrolisado hemicelulósico 
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obtido nas condições deste estudo é desnecessária, e 2) a composição química do 

hidrolisado afeta o desempenho fermentativo de S. stipitis.  

 

Figura 46 - Consumo de glicose (linha tracejada) e xilose (linha sólida) (A) e produção de etanol 

 (B) por S. stipitis empregando hidrolisado hemicelulósico de palha de arroz suplementado 

 (■), não suplementado (●) e meio semidefinido (▲). 
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Fonte: Arquivo Pessoal. 

 

O teor de etanol produzido no hidrolisado hemicelulósico (com ou sem 

suplementação nutricional) foi semelhante a obtida por Nigam (2001) também usando S. 

stipitis, em hidrolisado hemicelulósico de palha de trigo destoxificado e com 

suplementação nutricional (xilose = 50 g/L e ácido acético = 8 g/L), obtido por hidrólise 

ácida.. No entanto, no hidrolisado sem destoxificação (6,9 g/L de ácido acético), a 

produção de etanol foi de apenas 1,8 g/L, mostrando que a composição do hidrolisado 

contém altas concentrações de ácido acético que inibem a produção por etanol, sendo 

necessário a destoxificação. Com isso demonstramos a importância do hidrolisado 

hemicelulósico obtido no presente trabalho, que mesmo sem nenhum tipo de tratamento de 

destoxificação e suplementação nutricional, possibilitou a fermentação por S. stipitis. 

Cabe ressaltar que o crescimento celular não foi acompanhado devido a floculação 

das células durante a fermentação, e que a arabinose não foi assimilada durante as 

fermentações dos hidrolisados sem e com suplementação, respectivamente. 

Com base nos resultados obtidos, foram determinados os parâmetros fermentativos 

de S. stipitis nos diferentes meios avaliados, Tabela 21.  

Pode-se notar que não houve diferença significativa no etanol produzido no 

hidrolisados hemicelulósicos com e sem suplementação nutricional, e ocorreu uma redução 

A B 
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de aproximadamente 30% ao comparar esses valores com meio semidefinido. A diferença 

se mostra mais acentuada ao avaliar a produtividade volumétrica em etanol (QP) (~65%), 

devido à utilização mais lenta de xilose nos hidrolisados. 

É possível observar também que o maior fator de conversão de substrato em etanol 

(~ 0,28 g/g) foi obtido no meio semidefinido. Ao comparar esse valor aos fatores de 

conversão obtidos nas fermentações dos hidrolisados houve uma redução de 

aproximadamente 18%. Nigam (2001) fermentando hidrolisado hemicelulósico de palha de 

trigo detoxificado obteve menor valor de produtividade (0,17 g/L.h), mas apresentou maior 

YP/S (0,36 g/g), pois mesmo apresentando a mesma quantidade de açúcar inicial, não houve 

total consumo.  

 

Tabela 21 - Parâmetros fermentativos de S. stipitis em hidrolisado hemicelulósico de palha de 

 arroz (com e sem suplementação nutricional) e em meio semi sintético contendo xilose e  

 glicose como fonte de carbono. 

Parâmetros HS HnS MD 

Etanol produzido (g/L) 12,0±0,8 11,5±0,9 16,4±1,7 

Tempo de fermentação (h) 61 61 30 

QP (g/L h) 0,20±0,01 0,19±0,01 0,55±0,06 

YP/S (g/g) 0,23±0,00 0,23±0,00 0,28±0,03 

(%) 45,2±0,1 45,4±0,2 55,9±5,6 

*Calculados ao final do cultivo. HS (hidrolisado hemicelulósico suplementado nutricionalmente), 

HnS (hidrolisado hemicelulósico sem suplementação nutricional), MD (meio semidefinido), YP/S 

(fator de conversão de substrato em etanol), QP (produtividade volumétrica em etanol) e ƞ 

(eficiência do bioprocesso). 

Fonte: Arquivo Pessoal. 

 

Verifica-se que a suplementação nutricional não promoveu melhorias nos 

parâmetros do processo. Diferente do constatado por Silva (2007) que observou que a 

suplementação nutricional favoreceu a produção de etanol, melhorando a produtividade do 

etanol (0,24 g/L.h), comparáveis . A produção de etanol a partir de xilose depende de 

fatores nutricionais e do hidrolisado hemicelulósico obtido, no entanto, a necessidade de 

alguns nutrientes varia de acordo com o gênero, 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 utilização do hidrolisado de hemicelulose de palha de 

arroz tratado com álcali e ácido, é vantajosa.  
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Os parâmetros fermentativos de S. stipitis nesses hidrolisados foram inferiores aos 

valores observados para o meio semidefinido. Diferenças importantes foram observadas 

nos fatores de conversão e produtividade volumétrica em etanol. Dessa forma, estudos 

adicionais são ainda necessários para melhorar a fermentabilidade destes hidrolisados por 

Scheffersomyces stipitis. 

 

 

5.6 Análise do aproveitamento global da palha de arroz 

 

A partir dos resultados obtidos em todas as etapas deste trabalho, foi realizado um 

balanço material para a avaliação do potencial da palha de arroz pré-tratada para a 

produção de etanol e para a determinação do rendimento em etanol a partir das frações 

açucaradas (celulose e hemicelulose). Este balanço (Figura 47) possibilitou uma avaliação 

de cada etapa calculando a eficiência de recuperação das frações açucaradas em cada 

processo. Para os cálculos foram considerados apenas as recuperações mássicas. Para as 

frações líquidas foram consideradas a quantidade total de líquido recuperado, uma vez que 

a operação unitária para separar a fração sólida da líquida em escala laboratorial não 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 (álcali+ácido) 

obteve a maior recuperação de açúcares (88%) considerando todas as correntes do processo 

(licor alcalino, hidrolisado hemicelulósico e PTNaOH+H2SO4). Estes dados de recuperação são 

superiores aos encontrados por Sun e Tao (2013) utilizando maiores concentrações de 

reagentes nos tratamento. Os autores empregaram o tratamento ácido (1,5% m/v de H2SO4 

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 frações 

açucardas. Estes resultados mostram a importância do pré-tratamento empregado no 

presente estudo, uma vez que permitui uma recuperação total de açúcares acima de 80%.  
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Figura 47 - Diagrama do balanço de massa em função dos açúcares monoméricos disponíveis em cada fração para as 

  condições otimizadas do processamento da palha de arroz tratada com álcali e ácido até etanol. 
      

 

1
3
2
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Ainda na Figura 47, nota-se que depois do pré-tratamento, a hidrólise enzimática foi 

a etapa de maior eficiência de recuperação de açúcares (74%). Este valor de eficiência 

pode ainda ser aumentado para 77% quando se avaliou apenas a recuperação de glicose. 

Sanchez et al. (2015) empregando palha de trigo tratada com álcali seguido de ácido 

(380 mg de NaOH/g de biomassa por 60 minutos e 176 mg H2SO4/g de biomassa por 32,5 

minutos, ambos a 121 °C, respectivamente) reportaram uma eficiência de recuperação de 

glicose na etapa de sacarificação de 61%, realizando a hidrólise enzimatica com um teor de 

sólidos de 4% m/v com uma carga enzimática de14 FPU/g de celulose a 50 °C por 48 h.  

Em outro estudo a partir de palha de arroz tratada com amônia aquosa (21% NH3 a 

69 °C por 10 h), Ko et al. (2009) obtiveram 72% de recuperação de glicose na hidrólise 

enzimática com um teor de sólidos de 26% m/v, carga enzimática de15 FPU/g de celulose 

a 50 °C por 72 h.  

Yang et al. (2010), empregando resíduo da plantação de milho pré-tratado com ácido 

diluído (0,8% m/v 158 °C por 10 min) obtiveram uma eficiência de 60% de recuperação de 

glicose realizando a hidrólise enzimática em batelada alimentada com teor de sólidos total 

de 30% m/v, carga enzimática de 27 FPU/g de celulose a 50 °C por 140 h.  

No que se se refere a fermentação (Figura 47), verifica-se que esta etapa de foi a que 

apresentou menor eficiência de processo, considerando a conversão teórica de açúcares em 

etanol (YP/S = 0,51 g/g). Ao comparar os resultados da produção de etanol nos diferentes 

hidrolisados (celulósico e hemicelulósico), nota-se que a fermentação de pentoses foi a que 

apresentou a menor eficiência (43%). 

Com base na quantidade de xilana (19,3 g) e celulose (34,6 g) na palha in natura foi 

calculado o potencial teórico de etanol de 11,2 e 19,6 g, respectivamente, totalizando 30,8 

g deste álcool. 

Analisando a fermentação do hidrolisado hemicelulósico, que foi a única etapa que 

produziu etanol a partir de xilose (3,6 g de etanol), a eficiência total da xilana para produzir 

etanol foi de 32%. Em relação à fermentação do hidrolisado celulósico, a eficiência total da 

celulose foi de 36%. Sun e Tao (2013), empregando palha de arroz pré-tratada (ácido + 

alcalino) e hidrólise enzimática, reportaram valores de 42 e 48% de eficiência para ambas 

as frações açucaradas (hemicelulose e celulose, respectivamente) produzirem etanol. Um 

valor ainda maior de eficiência em relação à capacidade da fração celulósica em produzir 

etanol (77%) foi encontrado por Salehi et al. (2012) empregando palha de arroz tratada com 

carbonato de sódio e hidrolizada enzimaticamente. Destacando que no presente estudo, a 

eficiência de produção de etanol a partir das frações açucaradas apresentou um valor 
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inferior ao encontrado na literatura, o que sugere a necessidade de melhorias na etapa de 

fermentação, com vista a maior eficiência.  

O processamento total mostrou que a partir de 100 g de palha de arroz são obtidas 

10,6 g de etanol, o que corresponde a uma eficiência 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-açúcar. 

Vale destacar que, o balanço de massa para produção de etanol a partir da palha de 

arroz é de extrema importância para uma avaliação econômica global do processo. Neste 

sentido, a Tabela 22 apresenta alguns resultados da literatura científica considerando a 

produção de etanol a partir de hidrolisado celulósico 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, são bastante promissores e 

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

 



135 

 

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

Fonte: Arquivo Pessoal.  

Pré-tratamento 
Hidrólise 

Enzimática 

Fermentação 

de 

Hexose 

Etanol 

Celulósico 

(g/100 g) 

Referência 

Alcalino + Ácido 

(80 mg NaOH/g biomassa, 70 °C, 45 min) 

(85 mg H2SO4/g biomassa, 150 °C, 10 min) 

BA 16+4+4% 

48 h, 46 °C 

29,5 FPU g/celulose 

K. marxianus 

Com nutrientes 

12 h, 40 °C 

7 
Presente 

Trabalho 

Ácido + Alcalino 

(150 mg H2SO4/g biomassa, 121 °C, 60 min) 

(160 mg NaOH/g biomassa, 121 °C, 12 h) 

SSF 10% 

43 FPU  g/celulose 

S. cerevisiae  

Com nutrientes 

120 h, 40 °C 

12,5 
Sun e Tao 

(2013) 

Carbonato de Sódio 

(1060 mg Na2CO3/g biomassa, 180 °C, 120 min) 

SSF 5% 

40 FPU  g/celulose 

S. cerevisiae  

Com nutrientes 

72 h, 38 °C 

17,5 
Salehiet al. 

(2012) 

Carbonato de Sódio 

(100 mg C4H4O4/g biomassa, 190 °C, 3 min) 

SSF 6% 

15 FPU  g/celulose 

S. cerevisiae  

Com nutrientes 

60 h, 38 °C 

11,8 
Jung, Park e Kim 

(2015) 

Tratamento com amônia 

(1260 mg NH3/g biomassa, 69 °C, 10h) 

SSF 7% 

15 FPU  g/celulose 

S. cerevisiae  

Com nutrientes 

168 h, 38 °C 

12,1 
Ko et al. 

(2009) 

1
3
5
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6 CONCLUSÕES 

 

Neste trabalho, foi desenvolvido um processo para produção de etanol a partir da 

palha de arroz, por sacarificação e fermentação em separado (SHF) empregando a levedura 

K. marxianus. Na etapa de pré-tratamento da biomassa, foram otimizadas as condições de 

temperatura, concentração ácida e tempo de reação, com vistas a uma maior recuperação 

da fração hemicelulósica e preservação da fração celulósica no sólido obtido. Em seguida, 

foi avaliado o emprego de altos teores de sólidos no processo de sacarificação enzimática 

da biomassa pré-tratada, em reator não-convencional, sendo selecionado o processo em 

batelada alimentada como a forma de condução mais adequada para produção do 

hidrolisado celulósico a partir de 24% m/v de sólidos. Por fim, avaliou-se a 

fermentabilidade do hidrolisado celulósico por K. marxianus, bem como do hidrolisado 

hemicelulósico por S. stipitis. Com estes resultados e a partir dos rendimentos obtidos em 

cada etapa do processamento da palha de arroz, foi desenvolvido um balanço de massa 

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

a) A utilização de altas temperaturas no processo de hidrólise ácida da palha de 

arroz previamente tratada com NaOH, permitiu reduzir tanto a carga ácida quanto o tempo 

de residência da reação. Os melhores resultados foram obtidos quando o processo foi 

conduzido a uma temperatura de 150ºC por 10 minutos, 85 mg de H2SO4/g de material e 

relação sólido:líquido de 1:10 g:g. Nestas condições, o rendimento de hidrólise da 

hemicelulose atingiu 94%.  

b) A eficiência de solubilização da hemicelulose não foi influenciada pelo 

prévio tratamento alcalino da palha de arroz, porém, a sequência de tratamento (álcali + 

ácido) permitiu a obtenção de uma fração sólida (celulignina) e de uma corrente líquida 

(hidrolisado hemicelulósico) com características químicas mais favoráveis ao processo de 

sacarificação enzimática e fermentação, 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 ácido (47, 28 e 16% 

m/m), o que contribui para redução da recalcitrância da biomassa. Da mesma forma, o 

hidrolisado hemicelulósico apresentou uma composição com menor concentração de 

compostos tóxicos ao metabolismos microbiano, o que favorece o processo fermentativo 
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c) A configuração do reator MBV se mostrou adequada ao processo de 

sacarificação da palha pre-tratada, por batelada simples, empregando altos teores de 

sólidos (> 16 m/v). Porém, o aumento da carga de sólidos, de 16 para 24% m/v, reduziu em 

10% o rendimento de hidrólise enzimática (RHE).  

d) Nas condições padronizadas de sacarificação (29,5 FPU/g, 100 rpm, 46ºC), 

o maior rendimento de hidrólise enzimática (RHE), em batelada simples, foi de 80%, após 

36 h, com 16% de sólidos. Porém, a condução do processo em batelada alimentada foi 

capaz de contornar os problemas de mistura causados pelo efeito dos sólidos, o que 

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

e) A fermentabilidade do hidrolisado celulósico por K marxianus foi 

influenciada tanto pela presença dos sólidos residuais no meio, assim como pela 

suplementação nutricional. Os melhores resultados de produção de etanol foram 

observados em hidrolisado celulósico ausente de sólidos e com suplementação de 

nutrientes. Nestas condições, a concentração de etanol atingiu 32 g/L, a partir de 110 g/L 

de glicose, o que correspondeu a uma eficiência de 67% e produtividade volumétrica de 

3,1 g/L.h. 

f) A fermentabilidade do hidrolisado hemicelulósico por S stipitis não foi 

influenciada pela adição de nutrientes. A concentração de etanol atingiu 12 g/L, a partir de 

50 g/L de xilose, o que correspondeu a uma eficiência de 45% e produtividade volumétrica 

de 0,2 g/L.h. 

g) Com base nos rendimentos de cada etapa do processamento da palha de 

arroz, foi desenvolvido um balanço de massa para produção de etanol por K. marxianus a 

partir da fração celulósica (C6) e por S. stipitis a partir da fração hemicelulósica (C5), 

sendo calculado uma produção 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, são 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 viabilização do processo de etanol celulósico.  
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