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PRODUCAO DE BIOETANOL A PARTIR DE RESIDUOS CELULOSICOS DA
AGROINDUSTRIA DO ARROZ

RESUMO

As atuais politicas ambientais buscam redugdo no consumo energético e no despejo
de residuos ao meio ambiente, através do desenvolvimento de alternativas ligadas a
fontes renovaveis. O aproveitamento de residuos agroindustriais como a palha e a
casca de arroz para geracao de energia, apresentam elevado potencial, visto que sao
constituidos principalmente de carboidratos polimerizados, os quais podem ser
utilizados como matéria-prima para a produgdo de bioetanol, ja que na forma
macromolecular nao sao assimilaveis nos processos fermentativos. O presente
trabalho teve como objetivo estudar a producao de bioetanol utilizando palha e casca
de arroz através de hidrolise acida e enzimatica seguida de fermentagdo. Na
sacarificacdo acida das matérias-primas foram avaliados o efeito da temperatura de
reacdo (72 a 128°C) e concentracao de substrato (0,2 a 5,8%, p/v) na conversao de
acucares indiretamente para diretamente fermentesciveis utilizando como agente
catalisador H.SO, (72%, p/p), empregando um planejamento composto central
ortogonal, sendo os maiores valores de agucares redutores (AR) registrados no
primeiro minuto de reagdo. Quando houve aumento da temperatura, verificou-se um
efeito significativo (p=0,05) e negativo sobre a concentragéo de AR, tanto para a palha
como para a casca de arroz. O maximo rendimento em AR (55,12%) foi obtido através
da sacarificagdo da palha de arroz na concentracdo 3% (p/v) a 72°C. Na hidrélise
enzimatica estudou-se o efeito da temperatura, concentracdo de enzima e substrato
na conversao de agucares, apos pré-tratamento para deslignificagdo da palha e casca
de arroz. Os hidrolisados foram obtidos utilizando as enzimas comerciais celulase NS
50013 e B-glucosidase NS 50010 (10:1), com agitacdo 150 min™, pH 4,8 durante 48 h.
Através da analise estatistica observou-se que a concentragdo de enzima foi a variavel
que apresentou maior influéncia na formacdo de AR para ambas as matérias-primas.
A maxima sacarificacao alcangada foi através da hidrolise enzimatica (79,90% de AR)
da palha de arroz ap6s 48 h de reagao a 41,6°C. A fermentacdo do hidrolisado
enzimatico contendo 130 g/L de acucares foi realizada em condicbes anaerodbias
produzindo 23,3 g/L de etanol correspondendo a 0,41 g/g de conversao. Estes
resultados indicam a potencialidade da palha de arroz para a utilizagcdo em processos
biotecnolégicos como para produgao de bioetanol.

Palavras-chave: Bioetanol; Enzima; Fermentagéo; Residuos Agroindustriais
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BIOETHANOL PRODUCTION FROM CELLULOSIC WASTES AGROINDUSTRY
RICE

ABSTRACT

Current environmental politics look for energy consumption reduction and residues
discard in environment, through development of renewable alternatives sources. The
use of agroindustrial wastes as hulls and straw rice for energy generation show high
potential because they are constituted mainly of polymerized carbohydrates, which can
be used as raw material for the bioethanol production, since previously hydrolysates,
because in the macromolecular form aren’t assimilable in fermentation processes. The
present work had as objective to study the ethanol production from hulls and straw rice
through acid and enzymatic hydrolysis followed by fermentation. In the acid
saccharification of the raw materials were evaluated the effect of reaction temperature
(72 and 128°C) and substrate concentration (0.2 to 5.8%, w/v) on conversion of sugars
indirectly for directly fermentable with catalytic agent H.SO, (72%, w/w) using central
composite rotatable design and the largest AR values recorded in the first minute
reaction. When the temperature increased, a significant (p=0.05) and negative effect
was verified on AR concentration, so much hulls as straw rice. The maximum AR
(55.12%) was obtained from the saccharification straw rice on the concentration 3%
(w/v) at 72°C. In the enzymatic saccharification was studied the effect of temperature,
enzyme concentration and substrate concentration on conversion sugars, after
pretreatment for delignification of hulls and straw rice. The hydrolysates were obtained
using commercial enzymes Cellulase NS 50013 and B-glucosidase NS 50010 (10:1),
with stirring 150 min™, pH 4.8 for 48 h. Through the statistical analysis was observed
that enzyme concentration was the variable that showed larger influence in the AR
production in both raw materials. The maximum saccharification achieved was by straw
rice through enzymatic hydrolysis (79.90% AR) of straw rice after 48 h reaction at
41.6°C. The fermentation of enzymatic hydrolysates containing 130 g/L sugars was
accomplished in anaerobic conditions producing 23.3 ethanol g/L corresponding
conversion of 0.41 g/g. These results indicate the potentiality of straw rice for use in
processes biotechnological as bioethanol production.

Keywords: Agroindustrial Wastes; Bioethanol; Enzyme; Fermentation



1 INTRODUCAO

A crise de energia juntamente com a caréncia de alimentos e as ameagas
ao meio ambiente, estreitamente relacionadas, constitui os principais problemas que
afligem a humanidade, devido ao desenvolvimento sécio-econdémico e o aumento
populacional que determinam acréscimos a demanda de alimentos e de bens de
consumo que, por sua vez, exigem aumento na quantidade de energia para sua
producédo e do despejo de grandes volumes de residuos no ambiente (MENEZES,
1980). A partir disto, & possivel prever, para curto ou médio prazo, a falta de
elementos essenciais para a subsisténcia humana, especialmente alimentos e
combustiveis. Neste sentido, a biomassa serd num futuro préximo, uma das principais
fontes de recursos para a obtencdo de alimentos, produtos quimicos e combustiveis
(REYES et al., 1998).

Um dos principais motivos pelos quais tem sido incentivada a utilizacao da
energia fotossintética é a sua renovabilidade, uma vez que os compostos organicos
obtidos pela fotossintese sdao decompostos pela natureza e ressintetizados com
repeticdes periodicas desse ciclo. Ao contrario, os combustiveis de origem fésseis sao
esgotaveis e ndo se renovam, sendo que o periodo para a sua formagcao ndao se mede
em anos, mas avalia-se em periodos geologicos (MENEZES, 1980).

Dentro deste contexto, os materiais lignoceluldésicos ocupam lugar de
destaque, principalmente em funcdo da sua abundéancia e do seu carater renovavel,
fatores que tem propiciado um grande interesse por estes tipos de materiais. Em
virtude da preocupagdo em preservar 0 meio ambiente, passou-se a motivar o
aproveitamento dos residuos agroindustriais, constituidos principalmente de
carboidratos polimerizados, dos quais a celulose é o mais abundante, compreendendo
cerca de dois tercos de toda matéria organica existente no planeta. Estima-se que a
producéao anual de celulose é 100 bilhdes de toneladas (ZHAO et al., 2007).

A palha de arroz, considerada residuo da agricultura, € um dos materiais
lignocelulésicos mais abundantes e desperdicados no planeta, com produgéao de 731
milhdes de toneladas anualmente, sendo distribuidas entre Asia (667,6 milhdes de
toneladas), América (37,2 milhdes de toneladas), Africa (20,9 milhdes de toneladas),
Europa (3,9 milhdes de toneladas) e Oceania (1,7 milhdes de toneladas). Esta
quantidade de palha de arroz apresenta potencial para a produgcao de 205 bilhdes de
litros de bioetanol por ano, sendo a maior quantidade de uma Unica biomassa agricola
(KARIMI et al., 2006).



Além disso, do processo de beneficiamento do arroz, tem-se como residuo
a casca, com geracao anual de 123 milhdes de toneladas em todo o planeta (SAHA e
COTTA, 2008). Normalmente, é incinerada para gerar energia na propria industria,
resultando em cinzas que provocam poluicdo no meio ambiente e problemas de saude
ao homem. Qutro destino comum da casca é o descarte em lavouras e fundos de rios,
liberando gas metano, contribuindo para o aquecimento global (DELLA et al., 2006;
FOLETTO et al., 2005).

Segundo a Agéncia Internacional de Energia (IEA) estima-se que as fontes
renovaveis respondem por 13% da oferta total de energia primaria. Aproximadamente
80% desses recursos renovaveis estdo na forma de biomassa combustivel,
principalmente madeiras, carvao vegetal e residuos agroindustriais, como a casca e a
palha de arroz que, juntas, sdo responsaveis por 854 milhdes de toneladas, com
elevado potencial para geragcao de energia. Investimentos estdo sendo efetuados para
viabilizar a produgao de bioetanol a partir de celulose, sendo estimado que, em 2020,
cerca de 30 bilhdes de litros poderiam ser obtidos desta fonte, apenas nos EUA
(BRASIL, 2006).

Devido ao seu elevado valor energético, o bioetanol é o biocombustivel que
apresenta expectativas mais promissoras para o futuro, pois para cada tonelada de
alcool combustivel utilizado, cerca de 2,3 toneladas de CO, fossil deixam de ser
emitidos. A produgcdo mundial de etanol aproxima-se dos 62 bilhdes de litros, dos
quais os EUA (32 bilhdes de litros) € o maior produtor, seguido pelo Brasil com
producao anual de 23 bilhdes de litros. O alcool é utilizado em mistura com a gasolina
no Brasil, EUA, Unido Européia, México, india, Argentina, Coldmbia e, mais
recentemente, no Japdo. Calcula-se que o Brasil chegara a 2030, com uma producao
de aproximadamente 66,5 bilhdes de litros de etanol, um volume 300% superior ao
atual, podendo exportar 12 bilhdes de litros, contra os atuais 5,1 bilhdes. A projecéo
esta no Plano Nacional de Energia, divulgado pela Empresa de Pesquisa Energética
(RFA, 2009; BRASIL, 2006).

O bioetanol vem despertando, de modo crescente, a atengdo de
pesquisadores, empresas e governos em fungdo dos aumentos dos precos do barril de
petréleo, aliado as perspectivas de esgotamento das reservas e 0s riscos geopoliticos
decorrentes da dependéncia do petréleo estrangeiro de paises politicamente instaveis,
assim como as preocupacdes de natureza ambiental, relacionadas as emissdes de
substancias que comprometem o meio ambiente. O bioetanol produzido com base na

biomassa celulésica vem sendo referido como a segunda geracao de biocombustiveis,



cujo processamento apresenta uma das mais promissoras tecnologias em fase de
desenvolvimento, emergindo como fundamental para a expressiva ampliagao
pretendida da producéo de etanol, que hoje esbarra em limitacées para expansao da
area plantada, por competir com a produgao de alimentos (SUKUMARAN et al., 2009;
BASTOS, 2007).

Nao é muito antiga a idéia de se utilizar celulose para a produgdo de
alimentos, seja por fermentacdo direta ou por hidrélise prévia. Todavia, tanto o
processo de hidrélise prévia como o de fermentacdo direta era de baixa eficiéncia,
tornando-os economicamente inviaveis (MENEZES, 1980). Progressos tecnoldgicos
alcancados na hidrélise acida e enzimatica da celulose para a transformagdo em
aclcares fermentesciveis, permitirdao a exploragdo econdmica de subprodutos
celulésicos agroindustriais para a produgao de alimentos e bioetanol.

Em funcao do que foi exposto, este estudo busca oferecer uma alternativa
em relagdo ao aproveitamento de biomassa de residuos agroindustriais, através da
producdo de bioetanol como biocombustivel, contribuindo assim para a protegcéao
ambiental, redugdo das emissbes de carbono féssil e minimizagdo das crises

energéticas e de alimentos.



2 OBJETIVO GERAL

O trabalho que foi desenvolvido teve como objetivo estudar a producgao de
bioetanol a partir da utilizagdo de residuos agroindustriais como palha e casca de

arroz.

2.1 Objetivos especificos

- Estudar a conversdao de agUcares indiretamente para diretamente
fermentesciveis da palha e casca de arroz através de hidrélise acida e enziméatica;

- Comparar as matérias-primas palha e casca de arroz em relagdo a sua
susceptibilidade a sacarificagao;

- Produzir bioetanol empregando processo fermentativo utilizando a

levedura Saccharomyces cerevisiae.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Crise energética e meio ambiente

As fontes de energia estao divididas em trés grupos: combustiveis fosseis,
fontes renovaveis e fontes nucleares. O consumo mundial de energia aumentou
22,6%, boa parte dessa energia consumida proveio de fontes fésseis como petréleo,
carvao e gas natural (DEMIRBAS e DEMIRBAS, 2007).

Atualmente as reservas de petréleo estdo estimadas em um trilhdo de
barris, logo a perspectiva para o esgotamento €, no maximo, 70 anos (SHREEVE,
2006). No caso especifico de fontes ndo renovaveis, pode-se afirmar que em um Unico
século a humanidade consumiu o que a natureza acumulou em milhées de anos
(AMATO, 2002). Os EUA ¢é o pais que mais consume petréleo, respondendo por 25%,
no entanto mantém apenas 3% das reservas conhecidas, sendo que 60% estao
localizadas no Oriente Médio (DOE, 2005). O crescente aumento no consumo do
petréleo em nivel internacional associado a redugdo de suas reservas e aos conflitos
internacionais no Oriente Médio implicara no aumento gradativo do preco do barril nos
préximos anos; com isso paises muito dependentes terdo que ajustar drasticamente
suas balangas comerciais, com implicagcbes de emprego e renda (STRAPASSON,
2005).

A partir da década de 1980 as questdes relativas a mudancas climaticas,
aquecimento global e efeito estufa passaram a ocupar lugar de destaque no rol das
ameacgas ambientais que mais colocam em risco a integridade do planeta. Vérios
gases que existem naturalmente na atmosfera quando emitidos em excesso
intensificam o efeito estufa como metano (CH,4), 6xido nitroso (N.O), 0z6nio (Os),
hidrofluorcarbonos (HFCs) e o diéxido de carbono (CO,), que atualmente sdo os que
mais contribuiram para incremento do problema (NISHI et al., 2005).

Em 2002, 24 bilhdes de toneladas de diéxido de carbono foram lancados no
meio ambiente pela queima de combustiveis fésseis e, em 2015, essas quantidades
deverao alcancar 33 bilhdes (SHREEVE, 2006). Devido ao aumento da concentragao
desses gases, o efeito estufa vem se agravando e trazendo consigo a elevacéo da
temperatura média global. Consequéncias drasticas sio esperadas com esse
aquecimento, como derretimento das calotas polares de gelo, aumento do nivel médio
dos oceanos, propagacao de doencas tropicais, migracao e extingdo da biodiversidade

entre outros. Algumas dessas consequéncias, como o derretimento das calotas



polares e 0 aumento do nivel médio dos oceanos, ja podem ser observadas (NISHI et
al., 2005).

A partir disso, as politicas ecol6gicas tem como objetivo principal a reducao
no consumo de energia e o desenvolvimento de energias que provéem de fontes
renovaveis como biomassa, vento, geotérmica, 4gua e energia solar, uma vez que as
fontes de energias renovaveis proporcionam desenvolvimento sustentavel e protecao
ambiental. De acordo com os estudos do Comité do Conselho Mundial de Energia, até
2070 a contribuicdo de energia renovavel para o equilibrio da energia mundial sera
aproximadamente 60% (KAMINSKI et al., 2007).

3.1.1 Protocolo de Kyoto

Sob a conclusao de que as mudancas climaticas representariam de fato
uma ameaca para a humanidade, foi criada a Convencao da Organizacao das Nacoes
Unidas (ONU) sobre Mudanca no Clima, cujo objetivo era frear as emissdes e,
consequentemente, as concentragdes de gases do efeito estufa na atmosfera a um
nivel, o qual impediria, que a interferéncia antrépica modificasse o sistema climatico.
Outro objetivo era garantir que a producao de alimentos nao fosse ameacada, a fim de
permitir que o crescimento econémico prosseguisse de maneira sustentavel. Como
resultado, ficou acordado, que os paises da Organizacdo para a Cooperagdo e
Desenvolvimento Econémico (OCDE) e da antiga URSS adotariam politicas de
mitigagao capazes de fazer com que os niveis de emissao antropica dos referidos
gases retomassem, até o ano 2000 (primeiro prazo), aos niveis de 1990. Assim, em
1997 em Kyoto, no Japao, foi aprovado o documento que veio a ser chamado de
“Protocolo de Kyoto”, quantificando as metas de redugéao de emissdes (NOVO, 2005).

De acordo com o Protocolo de Kyoto, os paises mais industrializados
ficariam obrigados a reduzir as emissdes de gases geradores de efeito estufa em
volumes de 5,2% inferiores a seus niveis de emissées em 1990, sendo que essa
reducdo devera ser feita entre 2008 e 2012, intervalo estabelecido como o primeiro
periodo de cumprimento do Protocolo. Além disso, o planeta tera que reduzir em 25%
as emissbes de gas carbbnico oriundas da combustdo da gasolina. Uma das
alternativas a essa redugéo € a utilizagdo do bioetanol, visto que substitui totalmente o
uso de combustiveis fosseis, é renovavel e economicamente viavel (NOVO, 2005).



3.2 Etanol

O élcool etilico ou etanol (C,HsOH) é produzido desde os tempos antigos
pela fermentacdo dos aglcares encontrados em produtos vegetais (cereais, beterraba
e cana). Ainda hoje, boa parte do etanol industrial é produzida por meio da
fermentagdo, embora também seja feita sinteticamente de fontes como eteno,
derivado do petréleo (BASTOS, 2007).

O combustivel etanol pode ser classificado como sendo de dois tipos:
alcool anidro, que é praticamente puro, com um teor alcodlico entre 99,3 e 99,8 (v/v),
utilizado atualmente como aditivo na gasolina até um percentual de 25 (v/v); e o alcool
hidratado que contém um teor alcodlico entre 92,6 e 93,8 (v/v), utilizado como
combustivel puro nos motores (SCANDIFFIO, 2005).

O bioetanol é o biocombustivel que apresenta expectativas mais
promissoras para o futuro, por apresentar as seguintes vantagens: ndo apresenta
dependéncias de reservas petroliferas (diminui a dependéncia do petréleo
estrangeiro); é obtido de fontes renovaveis; gera dez vezes mais energia do que
consome em sua produgdo; apresenta baixos niveis de emissbes de gases
relacionados ao efeito estufa como o monéxido de carbono (reducdo de 4% para o
E10 e 37% para o E85), 6xidos de enxofre e compostos organicos téxicos como o
benzeno e chumbo. Isto é importante, pois cerca de 50% dos gases na terra provém
da utilizacdo dos automoveis, ja que um terco da energia gerada no planeta é usada
para o transporte. Portanto temos motores de combustdo mais ecolégicos e com
menos depdsitos, ajuda no desenvolvimento econdmico-rural; substitui compostos
perigosos da gasolina, como por exemplo, o benzeno, uma vez que a gasolina
contamina o solo e a agua, ao contrario o bioetanol é biodegradavel, tornando-o mais
seguro ao ambiente. Portanto, diminui a poluicdo do ar, a emissdo de gas carbonico e
consequentemente as mudangas climaticas (DEMIRBAS e DEMIRBAS, 2007;
BRASIL, 2006; SHREEVE, 2006; SARAIVA, 2003).

3.2.1 Histérico do etanol

No Brasil, as industrias de aclcar e de alcool estiveram sempre
intimamente ligadas, desde o tempo do descobrimento. Deduz-se que a producao de
alcool iniciou na Capitania de S&o Vicente, porque nela foi montado o primeiro
engenho de agucar do pais, ap6s a vinda das primeiras mudas de cana-de-agucar



trazidas da ilha da Madeira em 1532. Certamente, transformava-se o melago residual
da fabricacdo do acucar em cachaca e, da garapa fermentada produzia-se
aguardente. Por séculos, as bebidas destiladas foram o Unico alcool produzido. A
industria de alcool industrial desenvolveu-se na Europa em meados do século XIX e,
no ultimo quarto desse século iniciou-se a producao de etanol no Brasil com as sobras
de melaco da industria de agUcar, que ampliava sua capacidade produtiva (LIMA et al.,
2001).

A producéo de etanol no Brasil comecgou a ter grande destaque na década
de 70, mais exatamente ap6s a primeira grande crise do petréleo em 1973, quando o
preco do barril de petréleo foi elevado abruptamente. Neste contexto, em 1975 foi
criado o PROALCOOL, um programa federal administrado pelo Ministério da Industria
e Comércio, que tinha como objetivos deslocar o consumo da gasolina para o alcool
combustivel e dar maior estabilidade a industria acucareira. De acordo com Araujo e
Ghirardi citado por Novo (2005), o PROALCOOL foi criado em resposta as mudancas
ocorridas no mercado petrolifero, pois 90% da gasolina consumida era importada,
sendo usado também como instrumento de suporte a inddstria agucareira, num
periodo em que esta se deparava com o declinio brusco do valor de seus produtos.

A industria do &lcool substituiu desde 1976, mais de 1,44 bilhdes de barris
de petréleo e a economia de divisas com a substituicdo do petrdleo foi cerca de US$
120 bilhdes, entre 1979 e 2004 (MARTINES-FILHO, 2006).

3.2.2 Producao de etanol

A produgao mundial de etanol é mais de 62 bilhdes de litros, dos quais o0s
EUA é o maior produtor. O Brasil apresenta uma capacidade de produgdo de
aproximadamente 23 bilhdes, juntos esses paises sdo responsaveis por 89% da
producdo mundial seguidos pela China e Unido Européia (RFA, 2009). O etanol é
utilizado em mistura com a gasolina no Brasil, EUA, Unido Européia, México, india,
Argentina, Colémbia e mais recentemente no Japao. Em 2008 o Brasil exportou 5,1
bilhdes de litros de alcool, volume 45% superior ao ano de 2007 (BRASIL, 2009), e é
um dos poucos paises que geram excedentes exportaveis, além do pequeno comércio
intra-Unido Européia (BASTOS, 2007).

O Brasil possui o0 menor custo de producdo de bioetanol do mundo, visto
que 0 mesmo pode ser obtido a partir de diversas formas de biomassa, sendo a cana-
de-acucar a realidade econémica atual. Porém, o pais enfrenta alguns problemas



relacionados a obtengao de alcool a partir da cultura da cana-de-aglcar, pois essa
pratica gera exploragao de mao-de-obra, sem contar que o pais tera que aumentar em
pelo menos 50% sua area atual com cana-de-acUcar até 2013, se quiser atender ao
crescimento da demanda interna de alcool e as demandas interna e externa de
acucar, sem considerar o0 mercado internacional do bioetanol (STRAPASSON, 2005).

Essa atividade gera também problemas ambientais como: o assoreamento
dos rios causado pela erosado e pela ocupacgao agricola de areas geograficamente ndo
adequadas; a compactacao dos solos ocasionada pela intensificacdo da mecanizacao
nas lavouras; a destruicdo de reservas de matas nativas e ciliares para ampliacdo das
lavouras; o aumento das emissdes de CO,; a eliminagdo de micronutrientes e da
mesofauna a partir das queimadas; contaminagao de cursos d’agua na lixiviagdo de
pesticidas e fertilizantes; o aumento da producéo de subprodutos agroindustriais como
a vinhaca, a torta de filtro e o bagaco. A vinhaga é o principal residuo da agroindustria
canavieira, destacando-se como o principal efluente com elevado potencial poluente
devido a alta DBO (> 20.000 mg/L) e apresenta-se em grande volume, dificultando seu
transporte e eliminacdo. A producdo de vinhaga varia em funcdo dos diferentes
processos empregados na fabricacdo do alcool, de maneira geral, para cada litro de
alcool produzido em uma destilaria gera-se entre 10 a 15 litros de vinhaga (PIACENTE
e PIACENTE, 2007).

3.3 Materiais lignocelulésicos

Muitos materiais lignocelulésicos sao subprodutos de atividades agricolas,
residuos industriais ou residuos domésticos e, enormes sao as possibilidades a partir
destes para a produgao e consumo global como combustivel renovavel (CARDONA e
SANCHEZ, 2007). Sdo compostos principalmente de celulose (constituido de glicose,
polimero que contém acglcar de 6 carbonos), hemicelulose (polimero ramificado
composto de xilose e outros aglcares de 5 carbonos) e lignina que consiste de
unidades de polifenil-propano, podendo entdo ser utilizados como substratos para
processos fermentativos, uma vez que 70% desses residuos sdo constituidos de
carboidratos (SAHA, 2003).

Devido a necessidade de ampliacdo da oferta de matérias-primas para
producao de etanol, sem pressionar a area plantada para producao de alimentos, e a
busca na prevencdo do despejo de residuos poluidores, empresas e paises tém

investido em pesquisas de maior aproveitamento dos materiais lignocelulésicos. Em
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torno de 50% da biomassa terrestre é constituida desses compostos organicos (LEE,
1997), incluindo os residuos agroindustriais constituidos principalmente de
carboidratos polimerizados, dos quais a celulose é o mais abundante, compreendendo
cerca de dois tercos de toda matéria organica existente sobre o planeta (ZHAO et al.,
2007).

A abundancia dos materiais lignocelulésicos e seu o carater renovavel
decorre do fato de que metade do CO, atmosférico é fixado através da fotossintese
dos vegetais, assumindo a forma de celulose e seus associados. A energia acumulada
pelas plantas na forma de carboidratos é o resultado da fotossintese, que compreende
a sintese dos compostos organicos a partir da agua e do diéxido de carbono, usando a
energia fornecida pela luz que é absorvida pela clorofila, fenbmeno inverso da
respiracao e faz parte do ciclo do carbono. Esse evento é de fundamental importancia
na natureza, pois os produtos da fotossintese geram as matérias-primas das quais
dependem direta ou indiretamente para fornecimento de energia as reacodes
metabdlicas de quase todas as plantas e animais (MENEZES, 1980).

A formacédo dos carboidratos na fotossintese pode ser representada por
uma equacao endergbnica de oxido-reducao. O agente redutor é a H,O, que é oxidada
a O,; o agente oxidante, CO,, é reduzido ao nivel de carboidrato representado por
C(H20). A fixagao do CO, nas plantas pela fotossintese é a forma pela qual a energia
se armazena formando o carboidrato, a partir do qual, e juntamente com os outros
nutrientes do solo formam-se todos os compostos organicos da planta, como
proteinas, gorduras, pigmentos, entre outros, por sequéncia de reagbes bioguimicas
catalisadas por enzimas (REGULY, 1996).

A produgdo de bioetanol a partir da biomassa lignocelulésica é referida
como a segunda geragdo de biocombustiveis, cujo processamento € uma das mais
promissoras tecnologias em fase de desenvolvimento (BASTOS, 2007).

3.3.1 Residuos agroindustriais

Os residuos agroindustriais sdo gerados durante o processamento de
alimentos, fibras, couro, madeira entre outros. A populacao humana produz milhées de
toneladas de residuos agroindustriais. A América Latina, por exemplo, produz 500
milhdées de toneladas por ano de subprodutos agroindustriais, sendo que o Brasil é
responsavel por quase a metade deste montante (ALVES et al., 2007). Na maioria das
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vezes, esses rejeitos sdo despejados no meio ambiente, provocando sérios problemas
de poluicao no solo, em aguas superficiais e subterraneas.

Como os residuos de atividades agroindustriais (incluindo atividades
agropecuadrias) apresentam em geral, grande concentragdo de material organico, o
seu lancamento em corpos hidricos proporciona o decréscimo na concentragdo de
oxigénio dissolvido nesse meio, provocando a morte de peixes e outros animais
aquaticos aerobios por asfixia (MATOS, 2005).

O aproveitamento dos residuos agroindustriais como substrato em
processos biotecnologicos para a producdo de bioetanol apresenta as seguintes
vantagens:

- Sdo abundantes, renovaveis e de baixo custo;

- Nao liberam gas carbbnico e possuem pequeno conteddo de enxofre;

- O bioetanol celulésico apresenta potencial para produzir pelo menos duas
vezes mais combustivel da mesma area de terra plantada e disponibilidade da
biomassa;

- Potencial econémico, devido ao aumento dos precos dos combustiveis
fosseis; (DEMIRBAS e DEMIRBAS, 2007; SHREEVE, 2006).

3.4 Arroz

A producdo mundial de arroz na ultima safra atingiu 625.103,5 milhdes de
toneladas, onde o Brasil ocupou o nono lugar com 12.059,6 milhdes de toneladas. A
Regiao Sul do pais é a maior produtora, contribuindo com 71%, sendo o Rio Grande
do Sul o principal estado, detendo aproximadamente 61% do total produzido (CONAB,
2009; IRGA, 2008).

Na Figura 1, estdo representadas as regides do Brasil com suas
respectivas producdes de arroz em casca, destacando-se a Regido Sul como a maior
produtora.
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Regido Norte Regido Nordeste

Produgéo: 1.022.5 mil t b Produgéo: 1.176,7 mil t

Regido Centre-Oeste

. y Regido Sudeste
Produgdo: 1.068,7 mil t

o Produgao: 2392 mil t

Regido Sul
Produgéo: 8.552,8 mil t

Figura 1: Producdo de arroz em casca nas regides do Brasil (safra 2007/2008)
(CONAB, 2009).

3.4.1 Palha e casca de arroz

A palha de arroz € um dos residuos do cultivo da agricultura mais
abundantes e desperdicados, os quais sdo produzidos anualmente 731 milhées de
toneladas. De acordo com Karimi et al. (2006), a produgdo média anual de palha de
arroz, em milhdes de toneladas na Asia foi 667,6; seguida da América 37,2; Africa
20,9; Europa 3,9 e Oceania 1,7. Segundo pesquisas da Fundagao ZERI (Iniciativas de
Pesquisa em Emissao Zero), no municipio de Santa Vitéria do Palmar-RS, onde sao
plantados cerca de 90 mil hectares de arroz, para cada 12 hectares do gréo, é gerada
em média uma tonelada de palha (BOURSCHEIT, 2007). Este material lignocelulésico
€ normalmente descartado na prépria lavoura, onde grandes acUmulos causam
mudangas no ecossistema (SUN et al., 2000) ou, entao, efetuam-se queimadas como
forma de eliminagao provocando danos a salde e ao meio ambiente (JACOBS et al.,
1997).

Do processo de beneficiamento do arroz tem-se como residuo a casca, que
corresponde em média a 23% do peso total do grdo, com geragao anual de 123,69
milhées de toneladas em todo o planeta. Este residuo apresenta alta dureza,
fibrosidade e natureza abrasiva, levando a obtenc¢édo de produtos de baixa propriedade
nutritiva, boa resisténcia ao desgaste e muitas cinzas (SAHA e COTTA, 2008; DELLA
et al., 2001). Normalmente, € incinerada para gerar energia na prépria industria,
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resultando em cinzas que sao descartadas nas lavouras como fertilizantes. Porém, as
cinzas carregam carbono residual da combustdo, provocando poluicdo no meio
ambiente e problemas de saiude ao homem, ja que sao téxicas. A cinza equivale
aproximadamente a 18% do peso da casca e contém 92% de silica, e s6 tem valor
econdmico se apresentar alta qualidade. Outro destino comum da casca é o descarte
em lavouras e fundos de rios, liberando gas metano, contribuindo para o aquecimento
global (DELLA et al., 2006; FOLETTO et al., 2005).

Tanto a casca como a palha de arroz sao disponibilizadas durante todo o
ano, estando, portanto, nas condicbes desejaveis de fornecimento constante. A
variagdo na composicdo (Tabela 1) depende de varios fatores, comegando pela
variedade de arroz e indo até as condigdes do solo e clima durante o cultivo da planta
(DELLA et al., 2006).

Tabela 1: Composicao quimica da palha e da casca de arroz.

Palha de arroz Casca de arroz
Componentes (%)
(Mussato e Roberto, 2002) (Reyes et al., 1998)
Celulose 43,5 38,4
Hemicelulose 22,0 -
Lignina 17,2 29,4
Cinzas 11,4 8,5
Outros 5,9 23,7

A disponibilidade de residuos celulésicos, representadas por palhas,
cascas, folhas, residuos de exploracdo madeireira e outros, despertam o interesse
para seu uso como matéria-prima para producéao de alcool (LIMA et al., 2001), porque
os residuos agricolas e da industrializacdo de vegetais sdo constituidos
fundamentalmente por material celulésico, biologicamente sempre associado a
hemiceluloses. No entanto, para que esses residuos sejam aproveitados para a
obtencdo de bioetanol ou em outros processos biotecnolédgicos, inicialmente eles
devem ser hidrolisados, visto que na forma macromolecular ndo sdo assimilaveis
(TAMANINI e HAULY, 2004). Se nao apos: a) hidrélise enzimatica onde as respectivas
enzimas que tém essas moléculas como substrato, promovem a sua cisdo hidrolitica;
b) hidrélise através de processos quimicos e fisico-quimicos, mais drasticos, em que a
cisdo pela agua é catalisada por agentes quimicos em geral acidos minerais. A
despolimerizacao total desses polissacaridios origina a glicose no caso da celulose; e
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outros monossacaridios, em especial pentoses, no caso das hemiceluloses (REGULY,
1996).

3.5 Celulose

A celulose constitui a parede celular dos vegetais encontrada em toda
planta na combinagao com lignina e qualquer hemicelulose, € um homopolissacarideo
linear (parte amorfo e parte cristalino), constituida por unidades de glicose ligadas por
ligacbes glicosidicas do tipo B-(1-4), duas unidades adjacentes formam a celobiose,
que se repete, apresentando o oxigénio que liga os anéis glicosidicos na posicao
equatorial (Figura 2) (GALDEANO, 2001; LIMA et al., 2001; KHUAD e SINGH, 1993).

OH OH OH OH
OH OH OH
H Hi HO o
OH U OH OH OH
OH OH OH OH
— _ n
~

celobiose

Figura 2: Representagdo da cadeia linear da celulose, formada por varias unidades
consecutivas de celobiose (TIMAR-BALAZSY e EASTOP, 1998).

A celulose apresenta peso molecular variavel, com férmula empirica
(CsH100s)n, com valor minimo de n=200, suas cadeias agregam-se formando fibrilas e
apresentam pontes de hidrogénio entre os grupamentos hidroxila intra e intercadeias,
resultando na cristalinidade da celulose (Figura 3). Essas regibes cristalinas, nas quais
as cadeias estdo ordenadas paralelamente, sdo separadas por regides menos
ordenadas, conhecidas como amorfas.

A cristalinidade e a capacidade de formar fibras compactas tornam a
celulose impenetravel a 4gua, quanto maior for a proporgéo na forma cristalina, maior
a resisténcia ao ataque enzimatico (GALDEANO, 2001; REYES et al., 1998).
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Figura 3: Representacdo das ligacdes de hidrogénio na estrutura supramolecular da
celulose (PITARELOQ, 2007).

Devido a linearidade do esqueleto celuldsico, cadeias adjacentes formam
um conjunto de agregados insolUveis em agua denominados fibrilas. Diversas fibrilas
se associam uma com as outras formando cristalitos de celulose. Posteriormente,
quatro desses agregados cristalinos se unem através de uma monocamada de
hemicelulose envolvidas por uma matriz amorfa de hemicelulose e protolignina. O
composto natural que resulta dessa associacao é chamado de microfibrila de celulose
(PITARELO, 2007) (Figura 4).
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Figura 4: (1) Cadeia linear da celulose, com indicagdo de sua unidade estrutural; (2)
Arranjo das cadeias na fibrila elementar; (3) Cristalito; (4) Secao transversal da
microfibrila (RAMOS, 2003).

3.6 Hemiceluloses

As hemiceluloses sao polimeros ramificados compostos de polissacarideos
de baixa massa molecular, depositada na parede celular em um estagio anterior a
lignificagdo. Sua estrutura apresenta ramificacées e cadeias laterais que interagem
facilmente com a celulose, dando estabilidade e flexibilidade ao agregado. Apresenta
maior susceptibilidade a hidrélise acida, devido ao carater relativamente amorfo, com
grande polidispersidade e grau de polimerizagéo inferior a celulose. Sdo compostas
pelos acglcares glicose, manose e galactose (hexoses) e xilose e arabinose
(pentoses), podendo ainda apresentar quantidades variaveis de acidos urdnicos e
desoxi-hexoses. Esses aglcares podem ser homopolimeros (exemplo: xilana, formado
por xilose) ou heteropolimeros (exemplo: glicomanana, formado por glicose e manose)
(FERRAZ, 2001; LIMA et al., 2001).

Enquanto a celulose, como substancia quimica, contém como unidade
fundamental exclusivamente a B-D-glucose, as hemiceluloses sdo polimeros em cuja

composicao podem aparecer, condensadas em proporgdes variadas, diversas
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unidades de agucar como apresentado na Figura 5 (MORAIS et al., 2005). Portanto, o
termo hemiceluloses nao designa um composto quimico, mas sim uma classe de
componentes poliméricos presentes em vegetais fibrosos, possuindo cada

componente propriedades peculiares.

PENTOSES HEXOSES ACIDOS HEXURONI|COS DEOXIEXOSES
H _-OH COOH H
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Figura 5: Aclcares que compdem as unidades de hemiceluloses (MORAIS et al.,
2005).

3.7 Lignina

Depois da celulose, a lignina é um dos polimeros organicos mais
abundantes e importantes na natureza, é depositada juntamente com os carboidratos,
formando ligagbes covalentes com unidades monossacaridicas das hemiceluloses,
age no enrijecimento e como barreira contra a degradagao enzimatica e/ou microbiana
da parede celular.

Pode ser definida como um material polifenélico amorfo com estrutura
tridimensional baseada em trés precursores monoméricos: os alcoois coniferilico,
sinapilico e p-cumarico (Figura 6). Sua estrutura é bastante complexa e possui varios
tipos de ligacdes quimicas estaveis do tipo C-C, aril-éter e diarilicas, sendo as mais
abundantes as 3-0O-4 e B-0-4, B-5, B-1, 5-5, B-B e B-O-5.
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Figura 6: Estrutura dos &lcoois precursores da lignina (SJOSTROM, 1992).

Um modelo proposto para lignina da arvore faia (Fagus sp) € mostrado na

Figura 7.
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Figura 7: Estrutura lignina de Fagus sp (FENGEL e WEGENER, 1989).

3.8 Pré-tratamento das matérias-primas

A maior dificuldade para o aproveitamento dos residuos celulésicos esta
representada pela barreira fisica formada pela lignina, impedindo a utilizacdo da
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celulose nativa. Varios tipos de pré-tratamentos podem ser aplicados com o objetivo
de diminuir o teor de lignina e facilitar a posterior hidrélise enzimatica por celulases
(MARTIN et al., 2002; REYES et al., 1998). Tais técnicas sdo baseadas em processos
mecanicos, fisicos, quimicos, biolégicos ou a combinacdo destes. Estes processos
dependerdao do grau de separagdo requerido e do fim a que se destina. Pré-
tratamentos que combinam métodos fisicos e quimicos tém sido apontados na
literatura como os mais eficientes e, entre esses métodos, o com hidréxido de sodio
destaca-se por ser um dos mais antigos e utilizados nas industrias de celulose e papel
para deslignificacdo de matérias-primas vegetais, principalmente madeiras, palhas de
cereais e plantas fibrosas. Os processos alcalinos utilizam condigées moderadas de
operagao (temperatura e pressdo), em comparagao com sistemas acidos. O principal
efeito consiste na remogao da lignina da biomassa, promovendo maior reatividade da
fibra (PITARELO, 2007; RAMOS, 2000).

A natureza e o tipo de deslignificacao realizado no substrato também tém
efeito na taxa e extensdo da hidrolise (PITARELO, 2007). A solubilizacdo e
fracionamento da lignina associada a elevadas severidades de processo, Sao
potencialmente prejudiciais as etapas subsequentes de hidrélise enzimatica e
fermentacdo, em virtude da deposicdo de lignina sobre a superficie da polpa
celulésica, bem como da geragdo de compostos inibidores da fermentagao tais como
derivados fendlicos e acidos organicos. Os processos de pré-tratamento devem ser
conduzidos sob condicoes moderadas, de modo a promover elevada reatividade das
fibras celulésicas, com menor perda de glicose no hidrolisado, além da minima
geragcdo de compostos inibidores das etapas subsequentes de hidrélise e
fermentacao.

A lavagem da polpa pré-tratada é fundamental, principalmente quando se
opera com carga de solidos superior a 8%, em virtude do efeito inibitério sobre a
atividade enzimatica exercido por carboidratos (xilose e glicose), compostos de
degradacao e derivados de lignina depositados sobre a polpa celulésica (BASTOS,
2007).

Saha e Cotta (2008) estudaram o tempo de reagdo necessario para pré-
tratar alcalinamente a casca de arroz em autoclave a 121°C por 6, 30 min e 1 h; e
constataram que o rendimento em aguUcares redutores aumentou em 36% quando a
matéria-prima foi pré-tratada por 6 min e passou para 1 h de reacao. Eles também
verificaram que a sacarificacdo enzimatica, empregando pré-tratamento alcalino foi

duas vezes maior de quando nao se utilizou a base.
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3.9 Sacarificacao

Uma das principais etapas para a producdao de bioetanol a partir dos
processos fermentativos envolvendo carboidratos é a escolha do tipo de substrato, se
este é diretamente fermentescivel como o melaco, caldo de cana e sorgo sacarino ou
indiretamente fermentescivel como matérias-primas amilaceas ou celulésicas. Os
materiais lignoceluldsicos apresentam uma estrutura muito complexa, pois 70% da
celulose esta na forma cristalina e a lignina juntamente com a hemicelulose forma um
complexo dificil de isolar a celulose. Para que esta seja utilizada pelos microrganismos
nos processos fermentativos, inicialmente é necessério converter estes carboidratos
indiretamente para diretamente fermentesciveis. Esta conversao é chamada de
sacarificacdo e pode ser realizada através da hidrélise quimica ou enzimatica. A
conducéo técnica de qualquer um destes processos, envolve reagdes que podem levar
concomitantemente a derivados oxidados da celulose, a oligossacaridios, a celobiose
e, por fim, a propria glicose monomérica (DEMIRBAS e DEMIRBAS, 2007;
REGULY,1996).

Segundo Mc Ginnis e Shafizadeh (1980) citado por Reguly (1996), a
eliminacdo das hemiceluloses nao apresenta maior dificuldade, pois sdo facilmente
hidrolisadas por &cidos diluidos, sendo os produtos da hidrélise predominantemente
pentoses (D-xilose, L-arabinose, L-ramnose) e hexoses (D-glicose, D-manose, D- e L-
galactose), além dos acidos urbnicos da glicose e da galactose; sdo também sollveis
em meio alcalino. Deve-se destacar que apenas o tratamento do material celulésico
com vapor ja promove a hidrolise das ligacoes glicosidicas da hemicelulose.

Ja a remocao da lignina ou a alteracado de sua associacdo com a celulose,
contudo, exige a ruptura do complexo lignocelulésico, ou seja, de grande parte das
ligagbes covalentes. O que ndo é facil, pois ndo ha simetria ou regularidade na lignina
como resultado de sua biossintese (REGULY, 1996).

O processo de hidrélise destina-se a quebrar as macromoléculas de
celulose ou hemicelulose, por meio da adicao de acido sulfirico aos residuos, no caso
da hidrélise &acida, ou pela acdo de enzimas, no caso da hidrélise enzimatica. Essa
Ultima reproduz o processo existente na natureza, em que a quebra das longas
cadeias das moléculas de celulose em acglcares é feita por enzimas (chamadas
celulases, secretadas por fungos ou bactérias, microrganismos que se alimentam da
matéria organica, alterando-a e formando substancias quimicas) (BASTOS, 2007;
DEMIRBAS e DEMIRBAS, 2007).
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3.9.1 Hidrdlise acida

Os acidos utilizados como catalisadores liberam prétons que atuam nas
ligagbes glicosidicas entre os mondmeros de acucar nas cadeias poliméricas. O
rompimento destas ligacbes liberam uma série de compostos, principalmente aglcares
como glicose, xilose e arabinose. A cinética de clivagem das ligagdes glicosidicas B-
1,4 por acidos, depende basicamente da concentragdo e do tipo de acido utilizado,
assim como da temperatura do processo (AGUILAR et al., 2002).

A hidrélise dos carboidratos com acidos diluidos ocorre através de um
processo heterogéneo, decorrente cineticamente de duas reagdes monomoleculares
de 12 ordem, onde o rendimento em agUcar depende da relagédo entre a velocidade de
sua formacéao (K;) e a velocidade de sua degradacao (K,), relacdo Ki/K,, ndo sendo
possivel chegar a um estado de equilibrio entre o aclUcar formado e o acucar
decomposto. Outra desvantagem de se empregar o processo com acido diluido é o
custo, devido a necessidade de reatores especiais, por causa das altas temperaturas e
pressoes utilizadas para ocorrer a reagao (DEMIRBAS e DEMIRBAS, 2007; REGULY,
1996).

No entanto, a sacarificacdo dos carboidratos catalisada por &acidos
concentrados se desenvolve como um processo homogéneo, a velocidade uniforme,
conduzindo até formacado de glicose. Os acidos fortes como HCl e H,SO, causam
antes, uma hidrélise das ligagdes glicosidicas do que o rompimento do complexo
lignocelulésico, quase nao influindo na separagéo da lignina, devido as ligacdes éster
e covalentes existentes. Por isso a lignina por si s6, ndo é um grande empecilho a
sacarificacdo acida da celulose, com vistas a obtencdo de glicose. Mas, a
sacarificacdo tem contudo suas limitagbes, devido formacdo de produtos de
decomposigao do carboidrato formado (REGULY, 1996).

A hidrélise com acidos concentrados como o sulfarico € um processo
relativamente antigo, empregando temperaturas moderadas e tempos de reagdes
curtos. As temperaturas e pressoes utilizadas permitem o uso de materiais com custo
relativamente baixo. Este método geralmente é seguido por uma diluicdo com agua
para dissolver o hidrolisado ou converter o substrato em agucar (DEMIRBAS e
DEMIRBAS, 2007).
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3.9.2 Hidrdlise enzimaética

A degradacao do polimero é feita pela acao de trés grupos de enzimas que
atuam sinergicamente. Esses grupos de enzimas compreendem as endo-1,4-B-
glucanases, as exo-1,4-B-glucanases e as 1,4-B-glucosidases. A Figura 8 apresenta
um esquema simplificado da hidrélise utilizando celulases. Os diferentes grupos de

enzimas atuam de forma cooperativa, causando a hidrélise completa da celulose até
glicose.

Celulose

l Exo-glucanase

Y _ eweeer—

— _T:-:.'f.ﬁ_:—
A l
— ST

l B-glucosidase

Glicose

Figura 8: Esquema simplificado da hidrélise por celulases (DA SILVA et al., 1997).

As endo-glucanases rompem a molécula de celulose ao acaso e liberam
fragmentos menores, possibilitando a formagdo de cadeias menores de celotriose,
celobiose, que servem de substrato para as exo-glucanases. As exo-glucanases
hidrolisam, pelas pontas, os fragmentos de menor massa molecular separando as
moléculas de celobiose. As B-glucosidases, hidrolisam a celobiose até glicose
(DEMIRBAS e DEMIRBAS, 2007; LIMA et al., 2001; ORTEGA et al., 2001; REYES et
al., 1998).

O grau de sinergismo das celulases é grande e pode ser ilustrado com os
dados apresentados na Tabela 2. Observa-se que a atividade relativa de cada grupo
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de enzimas atuando de maneira isolada é bastante baixa, enquanto que, os trés

grupos em conjunto, permitem a hidrélise total da celulose.

Tabela 2: Atividades relativas de celulases de Trichoderma koningi sobre a hidrélise

completa de celulose de algodéao.

Enzima Atividade relativa das celulases
Endo-glucanase <1%
Exo-glucanase <1%
B-glucosidase Nenhuma

Endo-glucanase + B-glucosidase 5%
Exo-glucanase + B-glucosidase 4%

Endo-glucanase + Exo-glucanase + B-glucosidase 100%

Caldo de cultura original 100%

Fonte: LIMA et al., 2001

O processo enzimatico envolvendo celulases é bastante complexo,
podendo ser inibido por varios produtos sollveis originados na propria reagao
enzimatica. Celobiose e glicose, por exemplo, tém sido identificadas como inibidores
do complexo celulase, enquanto que B-glucosidase pode também ser inibida pelo seu
substrato, celobiose (LADISCH et al., 1983).

Sabe-se que a celobiose acumulada atua como repressora das glucanases,
a adicao de B-glucosidase (celobiase) resulta em maior producéo de glicose. Todavia,
a glicose inibe a agdo da B-glucosidase, o que foi sugerido para ser diminuido este
efeito € o uso de celobiase de outra espécie fungica, ndo tao sensivel a repressao
catabdlica (REGULY, 1996). Sukumaran et al. (2009) conseguiram as maiores
sacarificagdes empregando a proporcao de celulase suplementada com B-glucosidase
(10:1), quando comparada (8:1) na hidrélise enzimatica do bagaco de cana-de-acucar.
Ortega et al. (2001) observaram que a liberacdo de agucares redutores dobrou quando
a concentracdo de celulases foi quadruplicada, e a presenga de exogenos de [3-
glucosidase nas reacdes causou um aumento na producdo de glicose. Também
notaram que os maiores conteldos de acglcares fermentesciveis foram obtidos apos
24 h de reagédo e pH acido em torno de 5 para sacarificacdo da celulose.

Um dos organismos mais extensivamente estudados para a produgéo de
complexos celuloliticos é o fungo Trichoderma reesei, por ser considerado o melhor

microrganismo produtor de celulases, as quais podem quebrar as ligagdes glicosidicas
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B-1,4 presentes na celulose ou derivados de celulose. Além disso, essas enzimas séo
mais atuantes sobre a celulose cristalina, mais resistente aos inibidores quimicos e
estaveis em reatores enzimaticos agitados, a pH (4,8) e temperatura de 50°C por 48 h
(SOUZA e DILLON, 2007; ORTEGA et al., 2001; REGULY, 1996).

A taxa e extensdo de hidrélise da celulose por enzimas celulasicas sao
influenciadas pelos substratos e enzimas, incluindo a heterogenecidade da reacao,
onde tem a agao de uma enzima liquida agindo em um substrato sélido. Entdo, uma
agitacdo adequada € exigida para assegurar o contato suficiente entre o substrato e
enzimas e promover transferéncias de calor e de massa dentro do recipiente da
reaco. Estudos mostraram que a alta velocidade de agitagdo (150 min™) produz um
maior rendimento final em agUcares durante a hidrélise enzimatica do polimero de
celulose (INGESSON et al., 2001).

A alta concentracao de substrato impede a transferéncia da celulase, de
forma que a enzima nao entra em contato suficientemente com o substrato, no qual
acaba afetando a hidrolise da celulose (CAO e TAN, 2002). Ingesson et al. (2001)
verificaram que o aumento da concentragdo de substrato para 7,5% (p/v) ocasionou
uma reducdo na taxa inicial de hidrélise, devido a formagédo de produtos inibitérios e
limitacdes de transferéncia de massa dentro da mistura da reacdo em consequéncia
da alta viscosidade do meio.

A hidrélise enzimatica apresenta grande potencial em virtude das
caracteristicas como especificidade da reacdo; nao gera compostos toxicos; auséncia
da formagao de produtos secundarios como inibidores da fermentacdo alcodlica; a
reagdo ocorre em condigdes suaves e nao requer altas pressdes, temperaturas e
equipamentos anticorrosivos (BASTOS, 2007). Além disso, as enzimas sao
catalisadores biol6gicos, constituidas de moléculas de proteinas, produzidas por
células vivas. A utilizacdo de enzimas nas industrias tem viabilizado economicamente
diferentes processos tecnoldgicos sob condicdes amenas de temperatura e pressao,
além de diminuir a poluigdo ambiental.

3.10 Fermentacgéao alcodlica

Bioquimicamente, a fermentagdo € uma manifestacao fisioldgica da célula
viva, podendo ser definida como desassimilacdo (catabolismo de matéria orgéanica -
carboidratos, gorduras, proteinas) através de reacbes acopladas, catalisadas por

enzimas intra e extracelulares, acarretando formacao de substancias intermediarias
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dos produtos finais da oxidacido biologica total; ou, entdo, derivados dessas
substancias. No sentido tecnologico, fermentacdo significa todo processo em que
microrganismos atuam sobre substratos organicos, através de suas enzimas,
produzindo determinadas substancias ou substratos modificados, de utilidade para o
homem (REGULY, 1996).

A via fermentativa € a maneira mais importante para a obtencao do alcool
etilico no Brasil. Um dos fatores é sua economia de obtengdo, pois existe um grande
ndmero de matérias-primas naturais em todo o pais, devido suas distribuicdes
geograficas incluindo diversos tipos de climas e solos. Na obtencédo do alcool por via
fermentativa, distinguem-se trés fases: o preparo do substrato, a fermentacdo e a
destilacao (LIMA et al., 2001).

O preparo do substrato, as operagdes dessa fase diferem conforme as
fontes de carboidratos direta ou indiretamente fermentesciveis. A primeira apenas
requer um ajuste da concentracdo do aclcar e da reacdo do meio, enquanto as
demais necessitam de uma prévia conversdo do substrato antes da fermentacao
(MENEZES, 1980).

A fermentagdo é um processo comum a todos os substratos agucarados,
cujo principio é a transformagao dos agucares em etanol e diéxido de carbono com
algumas variacoes entre 0os processos.

Na destilagdo, separa-se o etanol do substrato fermentado, sob a forma de
mistura hidroalcodlica, impurificada com aldeidos, ésteres, alcoois superiores e acidos
organicos e ap0s separara-se as impurezas do etanol (LIMA et al., 2001).

A transformacao do acucar (glicose) em etanol e CO,, envolve 12 reagdes
em sequéncia ordenada, cada qual catalisada por uma enzima especifica. Tal aparato
enzimatico esta confinado no citoplasma celular, sendo, portanto nessa regiao da
célula que a fermentagdo alcodlica se processa. Essas enzimas, referidas como
“glicoliticas”, sofrem acgbes de diversos fatores (nutrientes, minerais, vitaminas,
inibidores, substancias do préprio metabolismo, pH, temperatura e outros), alguns
estimulam e outros reprimem a agao enzimatica, afetando o desempenho do processo
fermentativo conduzido pelas leveduras (LIMA et al., 2001).

A regulagdo da produgédo de etanol em nivel metabdlico € complexa e
dependem da concentragdo instantanea de substrato, produto, oxigénio e temperatura,
que afetam o crescimento, viabilidade e produtividade (PEREIRA JR., 1991). As
reacbes incluem transferéncia de fosfato, oxidacdo-redugcédo, descarboxilacdo e

isomerizacdo, além de outras; sendo um processo de oxidagcao-redugcao
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intramolecular, anaerébico e exotérmico. Esquematicamente, a reagao se desenvolve
como segue:

Em aerobiose, ha oxidacao total da glicose: CgH{20g + 6 O, — 6 CO, + 6
H.O, que, na pratica, diminui o rendimento em alcool, a0 mesmo tempo em que, pelo
maior aproveitamento da energia proveniente da oxidagdo da glicose, ha maior
producao de células de leveduras (LIMA et al., 2001).

Em condi¢cbes anaerdbicas, as reagdes enzimaticas, desde a glicose até
acido piravico, ocorrem no citoplasma celular. Este é o meio utilizado pelas células de
Saccharomyces cerevisiae para a obtencdo de energia, sequéncia denominada
Emden-Meyerhof-Parnas (EMP). Entre o &cido pirGvico e o etanol duas reagdes
ocorrem: na primeira, o acido pirivico sofre descarboxilagdo (através da enzima
piruvato-descarboxilase), com formacdo de acetaldeido e gas carbdnico, reagéo
essencialmente irreversivel. Em seguida, o acetaldeido é reduzido a etanol, através da
enzima alcool-desidrogenase cujo poder é fornecido pela coenzima NADH + H*
(LEHNINGER et al., 1993; PEREIRA JR., 1982; AMORIM, 1977). A reagao global da
fermentacao alcodlica esta representada pela Equagao 1:

CeH1206 + 2 Pi+ 2 ADP + 2H" — 2 CyHs0H + 2 CO, + 2 H,O + 2 ATP (1)

Ressalta-se que NAD* e NADH ndo aparecem nesta equagdo, mesmo
sendo cruciais para a reacdo global. NAD" gerada na reducgéo de acetaldeido a etanol
€ consumida na oxidacdo do gliceraldeido 3-fosfato. Assim, ndo ha um resultado
liquido de oxidagao-reducao na conversao da glicose a etanol (STRYER, 1995). Nesta
equacao verifica-se que ha um ganho liquido de 2 moles de ATP por mol de glicose
metabolizada. Pela estequiometria da reagdo, para 1 g de glicose metabolizada, sdo
produzidos 0,51 g de etanol e 0,48 g de gas carbdnico.

Estima-se que 5% do agucar metabolizado pela levedura seja desviado
para gerar produtos secundarios da fermentagao, resultando num rendimento de 95%
em etanol, conforme j4 observado por Pasteur em condicdes adequadas de
fermentacdo (com mostos sintéticos). Entretanto, em condi¢des industriais, nas quais
fatores quimicos, fisicos e microbiolégicos afetam a levedura, rendimentos de 90%
normalmente séo obtidos, os que implicam em desvios de 10% do aglcar processado
para a formacéao de outros produtos que nao o etanol (LIMA et al., 2001).
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3.10.1 Leveduras

As leveduras sao agentes biol6gicos ativos responsaveis pela fermentacao
alcodlica e, por isso, a escolha da linhagem apropriada é de importancia fundamental
para o éxito da fermentagdo. As leveduras podem ser definidas como fungos
especializados, monocelulares, aclorofilados, heterotréficos, unicelulares e
eucaridticos. Do aspecto das exigéncias nutricionais esse grupo situa-se entre aqueles
que se desenvolvem em substratos mais simples, constituidos por fontes de carbonos
e sais minerais, e aqueles que exigem meios mais complexos (SCHMIDELL et al.,
2001).

Convém ressaltar que a levedura Saccharomyces é um microrganismo
aerdbio facultativo, ou seja, tem a habilidade de ajustar-se metabolicamente, tanto em
condi¢cbes de aerobiose como de anaerobiose (auséncia de oxigénio molecular). Os
produtos finais da metabolizacdo do aglcar irdo depender das condicbes ambientais
em que a levedura se encontra. Assim, enquanto uma porcdo do acucar é
transformado em biomassa, CO, e H,O em aerobiose, a maior parte é convertida em
etanol e CO, em anaerobiose, processo denominado de fermentagédo alcodlica. Os
carboidratos considerados substratos para a fermentagéo, tanto podem ser endégenos
(constituintes da levedura, como glicogénio e trealose) como exdgenos (sacarose,
glicose, frutose e outros), estes ultimos fornecidos a levedura (LIMA et al., 2001).

A fermentagao alcodlica da glicose obtida da hidrélise dos carboidratos é
um processo completamente estabelecido e, a levedura Sacharomyces cerevisiae é o
microrganismo mais apropriado, visto que seu emprego intensivo em fermentacao
industrial, ja passou por um processo de selecao natural, apresentando os melhores
desempenhos em conversao de glicose a etanol, produtividade e tolerancia alcodlica
(ZHU et al., 2005). Desde que os impactos negativos dos inibidores sejam controlados
a fermentacao acontece sem maiores problemas. Quanto a fermentagédo das pentoses
poucos microrganismos possuem a capacidade de transforma-las em etanol. Trés
espécies de leveduras foram identificadas como as de maior potencial para a
fermentacao alcodlica das pentoses: Pichia stipitis, Candida shehatae e Pachysolen
tannophilus, com desempenho muito limitado. O metabolismo das pentoses exige a
presenca de um nivel minimo de oxigénio, que deve ser rigorosamente controlado.
Estas cepas apresentam baixa tolerancia ao etanol e aos acidos alifaticos e, por isso,
alternativas para a selecdo de mutantes mais resistentes e a fusdo de protoplastos
vém sendo desenvolvidas (ROSSELL, 2007).
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Diversos fatores fisicos (temperatura, pressdo osmética), quimicos (pH,
oxigenacdo, nutrientes minerais e organicos, inibidores) e microbiol6gicos (espécie,
linhagem e concentracdo da levedura, contaminagao bacteriana) afetam o rendimento
da fermentagao, ou seja, a eficiéncia da conversao de aglcar em etanol. Geralmente
as quedas na eficiéncia fermentativa decorrem de uma alteracédo na estequiometria do
processo, levando a maior formagao de produtos secundario (especialmente glicerol e
acidos organicos) e biomassa.

As leveduras sao mesdfilas, com temperaturas 6timas para a produgéo de
etanol na faixa de 26 a 35°C (MORAES, 2001). Temperaturas inferiores ao limite
retardam a fermentagéo e temperaturas superiores ocasionam aumento na velocidade
da fermentacao (a levedura fica mais sensivel a toxidez do etanol), na evaporacao do
alcool e favorecimento do aparecimento de contaminacdes. Para uma temperatura
adequada, esta deve ser mantida por meio de dispositivos de resfriamento (REGULY,
1996).

Aumentando a concentracdo de acuUcares, eleva-se a velocidade de
fermentagdo, produtividade e dentro de certos limites, acarreta-se menores
crescimento da levedura e menor formacao de glicerol por unidade de substrato
processado. Entretanto, elevados teores de aglcares aumentam o estresse osmético
a levedura (LIMA et al., 2001).

A Saccharomyces cerevisae deve apresentar como caracteristicas altas
velocidades de fermentacao, tolerancia ao etanol, resisténcia a acidez, temperatura e
elevado rendimento (ARAUJO, 1978).

As fermentagdes desenvolvem-se em pH entre 4 e 5, iniciando com valores
baixos e finalizando entre 3,5 e 4. Fermentacdes conduzidas em meios mais acidos
resultam em maiores rendimentos em etanol, pelo fato de restringir o crescimento da
levedura, com a consequente reducao da producdo de glicerol, ao mesmo tempo em
que reduz a contaminagdo bacteriana. Entretanto, fermentagbes alcodlicas
desenvolvem-se bem em niveis mais elevados, em substratos de alto poder tampao
(MENEZES, 1980).

A quantidade e a necessidade de se adicionar ou ndo elementos
nutricionais, outros elementos corretivos depende do tipo do mosto. Na fermentacao
alcodlica a fonte de carbono é proporcionada pelo carboidrato. As fontes de nitrogénio
e fésforo também sao imprescindiveis a fermentagao, e como os caldos de cana e de
sorgo e a maioria dos hidrolisados amilaceos ou celulésicos sao carentes desses

elementos é necessario a adicao de sais desses elementos, como sulfato de amdnio e
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superfosfato (MENEZES, 1980).

O processo fermentativo pode ser inibido ndo s6 pelos seus proprios
produtos como etanol, como por diferentes substancias que podem ou
deliberadamente estarem presentes nos mostos. Assim, alguns minerais como
potassio e calcio podem se apresentarem em quantidades excessivas que acarretam
efeitos negativos a fermentagéo (REGULY, 1996).

As maiores concentracbes de levedura permitem fermentagdes mais
rapidas, com maior produtividade e com maior controle sobre as bactérias
contaminantes, além de restringir o crescimento da prépria levedura. Por outro lado,
elevado teor de levedura exige energia de manutengdao maior, isto €, maior consumo
de acUcar para manter as células vivas. Como consequéncia, resulta em maior
competicado pelos nutrientes do meio, minerais e vitaminas, diminuindo a viabilidade do
microrganismo (LIMA et al., 2001).

Algumas leveduras sdo selecionadas com tolerancia a altos teores de
etanol € com boa velocidade de fermentacdo. O preparo do in6culo é uma etapa
complexa, onde o0 mesmo pode ser definido como uma quantia de células suficiente
para dar inicio a um processo fermentativo de forma rapida e econémica.

Partindo-se de tubos de culturas selecionadas, faz-se a inoculacao
subsequente de volumes de meio em quantidades e concentragdes crescentes, na
proporcao de 1:5 ou 1:10, até atingir o volume util da fermentacgao (LIMA et al., 2001).



30

4 DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO

Este trabalho foi dividido em trés artigos para melhor compreensao. No
primeiro artigo estudou-se a sacarificagcdo acida de palha e casca de arroz para
producéo de bioetanol.

Para comparar a sacarificagdo quimica com a bioldgica realizou-se um
estudo de hidrélise enzimatica de palha e casca de arroz, empregando a enzima
celulase suplementada com B-glucosidase, o qual deu origem ao segundo artigo.

Ap6s avaliacdo dos melhores resultados de sacarificacdo das matérias-
primas, o hidrolisado foi fermentado empregando o microrganismo Saccharomyces
cerevisiae, a fim de produzir bioetanol resultando no terceiro artigo desta dissertagao.
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4.1 SACARIFICACAO ACIDA DE PALHA E CASCA DE ARROZ PARA PRODUCAO
DE BIOETANOL

RESUMO

Residuos agroidustriais como a palha e a casca de arroz sao renovaveis e
abundantes, constituidos principalmente de carboidratos que podem ser utilizados em
diversos processos biotecnologicos, desde que sejam previamente hidrolisados. O
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da temperatura e concentragdo de substrato
na conversao de agucares indiretamente para diretamente fermentesciveis através da
hidrélise acida de palha e casca de arroz. O planejamento composto central rotacional
foi empregado e as varidveis independentes estudadas foram a concentragdo de
substrato, que variou de 0,2 a 5,8% (p/v), temperatura da reagéo entre 72 e 128°C e a
resposta foi a concentracdo de acgulcares redutores (AR) formados, utilizando como
agente catalisador H.SO, (72%, p/p). Os maiores valores de AR foram registrados no
primeiro minuto de reagdo. Quando houve aumento da temperatura, verificou-se um
efeito negativo sobre a concentracdo de AR, tanto para a casca como para a palha de
arroz. O maximo rendimento em AR (55,12%) foi obtido através da sacarificacdo da
palha de arroz, sob as condi¢des 6timas de 72°C e concentragao de substrato 3%
(p/V).

Palavras-chave: Arroz; Casca; Hidrélise Acida; Palha; Planejamento Experimental
ABSTRACT

Agroindustrial and agricultural wastes as straw and hulls rice are renewable and
abundant, constituted mainly of carbohydrates that can be used in several
biotechnological processes, since it previously hydrolysates. In this work, the main
objective was to study the effect of enzyme and substrate concentration in the indirectly
for directly fermentable conversion sugars by acid hydrolysis of straw and hulls rice. A
central composite rotatable design was used and independent variables studied were
substrate concentrations (0.2 to 5.8%, w/v) and temperature reaction (72 and 128°C),
on the response concentration sugars reducing obtained (AR) using as catalytic agent
H.SO, (72%, p/p). The largest AR values were registered in the first minute reaction.
When the temperature increased a negative effect was verified on AR concentration,
so hulls as straw rice. The maximum AR yield (55.12%) was achieved from
saccharification of straw rice under optimum conditions of 72°C and substrate
concentration 3% (w/v).

Keywords: Acid Hydrolysis; Experimental Design; Hulls; Rice; Straw
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1 INTRODUCAO

O arroz é um dos graos de maior relevancia em termos de valor econémico,
e também é o cultivo alimentar de grande importancia em muitos paises em
desenvolvimento. E alimento basico para cerca de 2,4 bilhdes de pessoas e, segundo
estimativas, até 2050 havera uma necessidade para atender o dobro desta populagao
(EMBRAPA, 2005).

A produgdo mundial de arroz na ultima safra atingiu 625.103,5 milhdes de
toneladas, onde o Brasil ocupou o nono lugar com 12.059,6 milhdes de toneladas. A
Regido Sul do pais é a maior produtora, contribuindo com 71%, sendo o Rio Grande
do Sul o principal estado, detendo aproximadamente 61% do total produzido (CONAB,
2009; IRGA, 2008).

Durante o processo de beneficiamento do arroz tem-se como residuo a
casca, que corresponde, em média, a 23% do peso total do grao, com geracao anual
de 123,69 milhdes de toneladas em todo o planeta. Este residuo apresenta alta
dureza, fibrosidade e natureza abrasiva, levando a obtencdo de produtos de baixa
propriedade nutritiva, boa resisténcia ao desgaste e muitas cinzas (SAHA e COTTA,
2008; DELLA et al., 2001). Normalmente, é incinerada para gerar energia na propria
industria, resultando em cinzas que sao descartadas nas lavouras como fertilizantes.
Porém, as cinzas carregam carbono residual da combustao, provocando poluicao no
meio ambiente e problemas de salde ao homem, ja que sdo toxicas. Outro destino
comum da casca € o descarte em lavouras e fundos de rios, liberando gas metano,
contribuindo para o aquecimento global (DELLA et al., 2006; FOLETTO et al., 2005).

A palha de arroz é um dos residuos agricolas mais abundantes e
desperdicados, os quais s&o produzidos anualmente 731 milhdes de toneladas
(KARIMI et al., 2006). Este material lignocelulésico é geralmente descartado na propria
lavoura, onde grandes acumulos causam mudancas no ecossistema (SUN et al.,
2000) ou, entao, efetuam-se queimadas como forma de eliminagao provocando danos
a saude e a natureza (JACOBS et al., 1997).

Dentro deste contexto e em virtude da preocupagdo em preservar 0 meio
ambiente contra o despejo de residuos poluidores e a necessidade de ampliacdo da
oferta de matérias-primas para produgéo de bioetanol, sem pressionar a area plantada
para producdo de alimentos, torna-se interessante motivar o aproveitamento desses
residuos agroindustriais, uma vez que sao constituidos principalmente de carboidratos
polimerizados, dos quais a celulose é o mais abundante, compreendendo cerca de
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dois tergos de toda matéria organica existente no planeta (ZHAO et al., 2007).

No entanto, para que esses residuos sejam aproveitados para a obtencao
de bioetanol ou em outros processos biotecnolégicos, inicialmente eles devem ser
hidrolisados, visto que na forma macromolecular ndo sdo assimilaveis (TAMANINI e
HAULY, 2004), pois 70% da celulose apresenta-se na forma cristalina e a lignina
juntamente com a hemicelulose formam um complexo, do qual é dificil isolar a
celulose. Para que esta seja utilizada pelos microrganismos nos processos
fermentativos, inicialmente é necessario converter estes carboidratos indiretamente
para diretamente fermentesciveis. Esta conversdo é chamada de sacarificacéo e pode
ser feita através da hidrélise quimica.

A despolimerizacdo total desses polissacaridios origina a glicose e outros
monossacaridios, em especial pentoses da hemicelulose. A sacarificacdo dos
carboidratos com &cidos mais concentrados, sob aquecimento ou pressdo, € um
processo homogéneo e se desenvolve a velocidade uniforme, porém a hidrolise pode
ser muito lenta em temperaturas baixas, enquanto que as altas temperaturas podem
favorecé-la. Além disso, a proporcdo de substrato (material lignoceluldsico) e agente
catalisador pode influenciar na conversdo dos polissacarideos a aglcares menores
(REGULY, 1996).

O objetivo deste trabalho foi estudar a conversdo de aglcares
indiretamente para diretamente fermentesciveis da palha e casca de arroz através de

hidrélise acida empregando a metodologia de superficie de resposta.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Matéria-prima

As matérias-primas utilizadas foram palha e casca de arroz (BR IRGA 410),
originadas do municipio de Santa Vitéria do Palmar-RS.

2.2 Preparo das amostras

As matérias-primas foram moidas em moinho de facas (Wiley Mill USA-
Arthur H.Thomas CO), para possibilitar reducdo da cristalinidade da celulose. As
amostras foram peneiradas em granulometria de 0,850 mm (Tyler 20) (SUN et al.,
2000).
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2.3 Caracterizacao quimica da matéria-prima

As determinagbes de umidade e cinzas foram realizadas segundo
metodologia oficial da AOAC (2000). Cinzas foram determinadas por método
gravimétrico em mufla (modelo Q318M24, Quimis) 550-600°C e umidade por método
gravimétrico em estufa (modelo MCS314, DelLeo) 105°C.

O contetdo de lignina total foi obtido a partir da soma dos valores da
concentracao de lignina insoluvel e soluvel, de acordo com ASTM Methods (1956) e o
teor de holocelulose como descrito por Browning (1963).

2.4 Determinacao de acucares redutores

Os acucares redutores (AR) foram quantificados nas matérias-primas e nos
hidrolisados pelo método espectrofotométrico (modelo 700 plus, Femto) do 3,5
dinitrossalicilico proposto por Miller (1959).

2.5 Sacarificacao

A sacarificacdo foi realizada em um reator de vidro, do tipo tribular nas
seguintes condigdes: solugdo de acido sulfarico concentrado 72% (p/p) como agente
catalisador, agitacdo 150 min™', pressdo atmosférica, periodo de reacéo total 120 min,
temperatura (T) constante e concentragédo de substrato (S) em % (p/v).

Em cada ensaio, retirou-se aliquota do hidrolisado no primeiro minuto de
reacdo e, em seguida, a cada 15 min até completar 2 h. Na aliquota retirada
adicionou-se agua destilada a 50°C (1:5), e apds a amostra foi homogeneizada com
agitacdo (modelo 753A, Fisatom) de 150 min"por 5 min. A seguir, o hidrolisado foi
neutralizado com NaOH 3,5 M, para cessar a reacao, centrifugado (modelo DCS-16
RV, Presvac) a 3080g e determinou-se AR.

Para o estudo da hidrélise acida empregou-se um planejamento composto
central rotacional com dois fatores de estudo segundo Barros Neto et al. (1996),
constituido por quatro ensaios lineares nos niveis -1 e +1, quatro ensaios axiais (o =
11,41) e trés ensaios no ponto central, totalizando 11 experimentos. As varidveis
independentes estudadas foram concentragcdes de substrato (S), que variou de 0,2 a
5,8% (p/v) e temperatura (T) da reacao variando, entre 72 e 128°C, conforme a Tabela
1. A resposta do planejamento foi a concentracdo de aglcares redutores formados



35

(%).

Tabela 1: Variaveis do delineamento composto central rotacional com seus

respectivos niveis codificados e reais.

Niveis
Variaveis
- o -1 0 +1 + o
S (%, p/v) 0,2 1 3 5 5,8
T (°C) 72 80 100 120 128

S = concentragao de substrato; T = temperatura da reagao

Os resultados foram avaliados através dos coeficientes de regressao,
analise de variancia (ANOVA), verificagao dos efeitos significativos ao nivel de 5% de
confianga e da utilizacdo da metodologia de superficie de resposta para otimizacao
das condi¢des operacionais.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao quimica da matéria-prima

A Tabela 2 apresenta os resultados experimentais da composicao

centesimal e do contelido de acucares redutores da palha e casca de arroz.

Tabela 2: Composicido centesimal e agUcares redutores (AR) das matérias-primas
palha e casca de arroz, em base Umida.

Componentes (g/100g) Palha* Casca*
Umidade 8,60 £ 0,16 9,81 £0,10
Cinzas 15,32 £ 0,02 12,42 £+ 0,19
Lignina total 22,80 £ 0,10 27,20+ 0,17
Holocelulose 53,17 £ 0,16 48,60 = 0,30
AR 0,31 £0,43 0,24 + 0,38

*Valores médios * desvio padrao (3 repeti¢des)

A composicdo quimica das matérias-primas diferiu ligeiramente da
literatura. Mussato e Roberto (2002) encontraram valores de umidade, cinzas, lignina
total e holocelulose para a palha de 5,9; 11,4; 17,2 e 65,5%, respectivamente; e Zhu et
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al. (2005) obtiveram 12,8; 15,4; 13,6 e 58,2% respectivamente. Reyes et al. (1998),
encontraram para casca 8,5% de cinzas; 29,4% de lignina total e 62,1% de
holocelulose e no estudo de Saha e Cotta (2008) a casca de arroz apresentou 6,3% de
umidade, 18,8% de cinzas, 15,5% de lignina total e 47,7% de holocelulose.

As diferengas dos resultados estao relacionadas com a variedade do arroz,
o solo em que foi plantado, o clima e também dos tipos e teores de fertilizantes
utilizados, entre outros (DELLA et al., 2006).

3.2 Sacarificacao

As maiores concentragdes de AR corresponderam ao primeiro minuto de

reacao tanto para a palha como para a casca de arroz (Figuras 1 € 2).
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Figura 1: Concentracdo de aclcares redutores (AR) durante o tempo de reacdo na
hidrélise acida da palha de arroz.
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Figura 2: Concentracdo de aclcares redutores (AR) durante o tempo de reacdo na
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hidrélise acida da casca de arroz.

Os valores de AR nos tempos 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105 e 120 min
apresentaram valores decrescentes e nulos ao final da reacdo. Isso pode ser
explicado pelo fato de que a hidrélise dos carboidratos catalisada por acidos
concentrados se desenvolve como um processo homogéneo, a velocidade uniforme,
conduzindo a sacarificacao, isto é, até formagcao de glicose. Porém, a hidrélise dos
carboidratos com acidos diluidos ocorre por um processo heterogéneo, decorrente
cineticamente de duas reacbes monomoleculares de 1?2 ordem, onde o rendimento em
acUcar depende da relagao entre a velocidade de sua formacao (K;) e a velocidade de
sua degradacao (K,), relagao Ki/K,. Portanto, na sacarificacdo com &cidos diluidos
nao é possivel chegar a um estado de equilibrio entre o aglcar formado e o agucar
decomposto. Logo, para obter um alto rendimento em aglcar a partir dos materiais
celulésicos é necessario favorecer K; e diminuir K,, através do aumento da
temperatura e da acidez, atingindo um rendimento quantitativo da transformacéo da
celulose em glicose.

Como a reacao com acido é espontanea, com o passar do tempo verifica-
se um processo heterogéneo em que a velocidade de degradagédo desses aglcares
aumenta e com isso surgem produtos da decomposicao desses carboidratos, como
por exemplo, hidroximetilfurfural oriundo da desidratagédo intramolecular da glicose.
Por este motivo ocorre a diminuicao progressiva dos AR ao longo do tempo da reacao.
Portanto, a eficiéncia da reacao ira depender da acdo combinada da concentragdo do
acido e temperatura, por um curto periodo (DEMIRBAS e DEMIRBAS, 2007; AGUILAR
et al., 2002; REGULY, 1996).

A Tabela 3 representa o planejamento fatorial com 11 ensaios realizados
para cada matéria-prima, com valores codificados, originais e AR obtidos no primeiro
minuto de reacao, correspondentes as maiores concentracées de aglcares redutores
formados.
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Tabela 3: Valores de agucares redutores (AR) com 1 min de reagdo para palha e

casca de arroz de acordo com o deliniamento composto central com pontos axiais.

Ensaio?

E1
E2
E3
E4
E5
E6
E7
E8
E9
E10
E11

Valores codificados

Valores reais

AR (O/O) 1 min de reagao

T S T (°C) S (%, p/v) Palha Casca
-1 -1 80 1 44,84 40,05
+1 -1 120 1 0,26 2,90

-1 +1 80 5 46,61 32,90
+1 +1 120 5 1,45 7,63

-0 0 72 3 55,12 4415
+a 0 128 3 0 0,10

0 -0 100 0,2 0 0

0 +0 100 5,8 21,38 29,20
0 0 100 3 29,06 27,55
0 0 100 3 29,04 27,97
0 0 100 3 29,17 27,76

® Experimentos realizados em ordem aleatéria; T = temperatura da reagéo; S = concentracéo

de substrato; p= 0,05

O planejamento experimental foi analisado com os valores codificados, pois

a soma dos desvios em relagdo a média é igual a zero. Além disso, utilizou-se o erro

puro, visto que é possivel avaliar a repetibilidade em um ponto, quando apresenta

pequeno numero de repeticoes (RODRIGUES e IEMMA, 2005).

3.2.1 Analise estatistica da sacarificacdo da palha de arroz

A partir dos coeficientes de regressao analisados (p= 0,05), o fator de

interacao linear entre T e S ndo apresentou significancia estatistica dentro do intervalo

de confianca (95%). Entao esta variavel foi excluida e incorporada no residuo total

para calculo da ANOVA e a analise foi realizada novamente, conforme a Tabela 4.
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Tabela 4: Coeficientes de regressao e significancia estatistica de cada fator para os

acucares redutores da palha de arroz.

Fatores Coeficiente de regressdao  Significancia estatistica (p)*
Média 29,07 < 0,0001

T (L) -20,99 < 0,0001

T(Q) 0,30 0,0095

S (L) 4,15 < 0,0001

S (Q) -8,18 < 0,0001

*Nivel de significancia de 5%; T = temperatura da reagéo; S = concentragdo de substrato; L =

linear; Q = quadratico

Através da ANOVA foi verificada a significancia da regressdo em nivel de
95% de confianga, utilizando o teste F (Tabela 5).

Tabela 5: ANOVA para a concentragdo de agucares redutores da palha de arroz.
Fonte de variacdo SQ GL MQ  Feacuado Fiabelado (P <0,05)  R®

Regressao 4072,56 4 1018,14 41,97 4,53 0,97
Residuo 145,55 6 24,26
Falta de ajuste 145,54 4
Erro puro 0,01 2
Total 4218,12 10

SQ = soma quadratica; GL = graus de liberdade; MQ = média quadrética; F = teste de Fisher;

R? = coeficiente de determinacao

De acordo com Box e Wetz citado por Barros Neto etal. (1996), a
regressdo é considerada como util para fins preditivos caso o valor MQiegressao/MQresiduo
seja, pelo menos, quatro a cinco vezes maior que 0 Fiapelado- O Modelo apresentou
regressao significativa em nivel de 95% de confianca (Feaiculado SUPErior a0 Fiapelago) COM
R? igual a 0,97 (Tabela 5), evidenciando que o modelo explicou 97% da variacdo dos
dados experimentais. O valor de Fgacuago da regressao foi 9,2 vezes superior que o
Fiabelado, indicando que o modelo é preditivo. Além disso, a média quadratica do erro
puro apresentou um valor baixo (0,0049), logo o experimento foi bem controlado, isto
é, os desvios padrdes das respostas sao pequenos.

O modelo com as variaveis que representam a concentragdo de AR da
palha de arroz, em funcdo da temperatura e concentracdo de substrato na faixa
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estudada, esta representado pela Equagéo 1:
AR = 29,07 - 20,99*T + 0,30*T? + 4,15*S - 8,18*S? (1)

Onde: AR = agucares redutores (%); T = temperatura da reacgdo (°C); S = concentracdo de
substrato (%, p/v)

Assim, o modelo foi utilizado na construgdo da superficie de resposta
permitindo a visualizacdo do comportamento dos hidrolisados acidos de palha de
arroz, em fungdo das variaveis que apresentaram influéncia significativa sobre a
variavel resposta AR, mostrado na Figura 3. A 72°C e 3% de substrato foi obtida a
maxima concentracdo de acucares redutores (55,12%) para a palha de arroz,
empregando acido sulfarico 72% (p/p) € 1 min de reacao.

AR

Figura 3: Superficie de resposta representando AR dos hidrolisados acidos da palha

de arroz. AR = aglcares redutores; T = temperatura da reagao; S = concentragéo de substrato

O tratamento estatistico dos resultados permitiu a andlise dos efeitos
principais da concentracdo de substrato e da temperatura, sobre a concentragdo de
acucares redutores. Efeito negativo foi observado quando houve aumento na
temperatura de 80°C para 120°C, com a concentracdo de aglcares redutores
diminuindo 44,9%. No entanto, quando a concentragdo do meio aumentou de 1 para
5% (p/v), ocorreu aumento em AR da ordem de 1,5%.
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3.2.2 Analise estatistica da sacarificacao da casca de arroz

Os resultados da analise estatistica da concentragdo de aclcares redutores
para a casca de arroz, apresentaram coeficientes de regressao significativos (p <
0,05), porém nao foi obtido modelo matematico significativo e preditivo, visto que o
Fearculado NA0 foi suficientemente maior que 0 Fiapendo- NO €ntanto, a analise dos efeitos
foi significativa (p < 0,05) para T, S e interagdo. Isso mostra que essas variaveis
independentes, dentro das condicbes estudadas, apresentam também uma resposta
importante a avaliagdo da sacarificacdo acida da casca de arroz, como pode ser
observado na Figura 4.
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Figura 4: Efeito da concentragdo de substrato e da temperatura no conteldo de

acucares redutores (AR) dos hidrolisados acidos da casca de arroz. *Significativos (p <

0,05); T = temperatura da reagao; S = concentragao de substrato; L = linear

O efeito estimado indica o quanto cada fator influi na resposta estudada,
pois quanto maior o seu valor em médulo, maior é a sua influéncia (LOPES et al.,
2007). A variavel com maior efeito foi a temperatura, que apresentou efeito negativo.
Quando a mesma aumentou de 80°C para 120°C ocorreu uma diminuicao da resposta
em 31,2%, favorecendo K, que é a fase de despolimerizacdo conforme visto
anteriormente, ocasionando uma rapida reagdo de degradacdo dos agucares
redutores devido ao aumento da temperatura de reacgao.

Quando a concentragao de substrato passou de 1% (p/v) para 5% (p/v),
ocorreu efeito negativo, com diminuicdo no valor da resposta em 1,2%, indicando que

incremento desta variavel induziria a reducao da conversao de aglcares indiretamente
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para diretamente fermentesciveis. A interacdo entre as varidveis T e S, influenciou
positivamente a quantidade de AR formados a partir dos hidrolisados, verificando-se
um aumento de 5,9%.

4 CONCLUSAO

Os maiores contetdos de agUcares redutores obtidos foram registrados no
primeiro minuto de reacdo, demonstrando que a eficiéncia do processo depende da
acao combinada da concentracido do acido, temperatura e do tempo de reacao.

O aumento da temperatura apresentou efeito negativo na concentragdo de
AR, causando diminuicdo de 44,9% e 31,2%, respectivamente, para os hidrolisados
acidos de palha e casca de arroz.

Através da sacarificacdo acida da palha de arroz, verificou-se que a 72°C e
concentracao de substrato 3% (p/v) sdo obtidos os maiores valores de AR (55,12%).
Portanto, esse residuo celulésico foi 0 que apresentou maior conversao de agucares
indiretamente para diretamente fermentesciveis. Assim essa matéria-prima torna-se
potencial para utilizacdo em processos biotecnol6gicos, considerando que a partir de
uma tonelada de palha podem ser produzidos 320 litros de bioetanol, uma vez que é

abundante, renovavel e de baixo custo.
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4.2 HIDROLISE ENZIMATICA DE PALHA E CASCA DE ARROZ

RESUMO

A hidrolise enzimatica dos materiais celulésicos como a palha e casca de arroz é
essencial para produgao de acglucares como glicose, tornando esses residuos,
matérias-primas potenciais para o desenvolvimento de produtos de interesses
comerciais. No entanto, alguns fatores influenciam a sacarificagdo enzimatica, estando
associados as caracteristicas dos substratos e ao comportamento das enzimas
durante a reacdo. O objetivo deste trabalho foi estudar o efeito da temperatura e das
concentragdes de enzima e substrato durante a hidrélise enzimatica de palha e casca
de arroz. Um pré-tratamento nas matérias-primas foi realizado, a fim de romper o
complexo lignocelulésico e obter um substrato deslignificado. Os hidrolisados
enzimaticos foram produzidos utilizando as enzimas comerciais celulase NS 50013 e
B-glucosidase NS 50010 (10:1), pH 4,8, agitacdo a 150 min™ por 48 h. Para o estudo
da sacarificacdo enzimatica empregou-se um delineamento composto central
rotacional com trés fatores de estudo, onde as variaveis estudadas foram a
temperatura da reacao, a concentracdo de substrato € a concentragdo de enzima € a
resposta do planejamento foi o contetido de agucares redutores (AR). Os resultados
mostraram que a concentragdo de enzima foi a varidvel que apresentou maior
influéncia na formacéo de AR para ambas as matérias-primas. O maior rendimento em
AR foi alcangado com a palha de arroz (66,90%).

Palavras-chave: Deslignificagdo; Hidrélise Enzimatica; Residuos Agroindustriais

ABSTRACT

The enzymatic hydrolysis of the cellulosic materials as straw and hulls rice is essential
for sugars production as glucose, becoming those residues, potential raw materials for
the development products of interests commercial. However, some factors influence
the enzymatic saccharification, associated to the substrates characteristics and
behavior of enzymes during the reaction. The objective this work was to study the
effect of the temperature and enzyme and of substrate concentrations in the enzymatic
hydrolysis of hulls and straw rice. A pretreatment in the raw materials was used in
order to break the lignocellulosic compound and obtain a substrate the lignified. The
enzymatic hydrolysates were produced using the commercial enzymes cellulase NS
50013 and B-glucosidase NS 50010 (10:1), pH 4.8, stirring 150 min™ for 48 h. For to
study the enzymatic hydrolysis a factorial design was used, and independent variables
studied were temperature reaction (T) substrate concentration and enzyme
concentration, and the plan response was reducing sugars (AR). The results showed
that enzyme concentration was the variable that presented larger influence on AR
obtaining of the hydrolysates to both raw materials. However, the largest yield in AR
(66.90%) was obtained with rice straw.

Keywords: Agroindustrial and  Agricultural Wastes; Enzymatic  Hydrolysis;
Delignification



47

1 INTRODUCAO

Diante da pressao politica e social para a redugao das cargas poluentes
das atividades industriais € a0 mesmo tempo a busca por energias que provéem de
fontes renovaveis, os materiais lignocelulésicos apresentam-se como matéria-prima
alternativa para a produgao de alimentos, energia e produtos quimicos, substituindo
total ou parcialmente as fontes fésseis de combustiveis.

Os materiais celulésicos representam a maior fonte de carbono e energia
renovavel do planeta, pois 50% da biomassa terrestre é constituida desses compostos
organicos (LEE, 1997). A cada ano sao acumuladas na natureza 854 milhdes de
toneladas de residuos lignocelulésicos como a palha e casca de arroz, gerados
através da agricultura e outras praticas. Essas biomassas apresentam elevado
potencial para geracdo de energia e produtos de interesse comercial, pois sao
constituidas principalmente de carboidratos polimerizados, dos quais a celulose € o
mais abundante (SAHA e COTTA, 2008; KARIMI et al., 2006).

Anualmente s&o fotossintetizadas 150 bilhdes de toneladas desse
biopolimero natural, que hidrolisado libera acucares fermentesciveis que podem ser
utilizados para a producdo de combustiveis e insumos quimicos, uma vez que esse
carboidrato ¢ um homopolissacarideo linear formado por mondémeros de glicose
unidas por ligagoes glicosidicas do tipo -1,4 (ZHAO et al., 2007; HECK et al., 2002). A
sacarificacdo da celulose pode ser realizada através da acdo de trés grupos de
enzimas que atuam sinergicamente, onde sua conversao processa-se em condicoes
moderadas e ndo gera produtos de degradacdo de acucares. Este complexo
enzimatico é constituido por endo-1,4-B-glucanases, as quais tém a propriedade de
romper a molécula de celulose ao acaso, liberando fragmentos menores,
possibilitando a formacdo de cadeias de celotriose e celobiose; as exo-1,4-B-
glucanases hidrolisam pelas extremidades os fragmentos de menor massa molecular
separando as moléculas de celobiose; e as 1,4-B-glucosidases que hidrolisam a
celobiose até glicose como produto final (DEMIRBAS e DEMIRBAS, 2007; REYES et
al., 1998).

No entanto, a bioconversdo da celulose em glicose é um processo
complexo, porque suas cadeias estdo agregadas na forma de fibrilas que juntamente
com as pontes de hidrogénio entre os grupamentos hidroxila intra e intercadeias,
resultam na cristalinidade da mesma, tornando-a impenetravel a agua (TAMANINI e
HAULY, 2004; ORTEGA et al., 2001). Além disso, a hidrélise enzimatica da celulose é
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dificultada por ela se apresentar como polissacaridio de sustentagao dos vegetais em
combinagao com hemicelulose e a lignina (HECK et al., 2002). As hemiceluloses sédo
compostas por pentoses e hexoses, podendo ainda apresentar quantidades variaveis
de acidos urdnicos, grupos acetila e desoxihexoses, aglcares esses que podem estar
na forma de homopolimeros ou heteropolimeros. A lignina é um polimero vegetal
derivado dos alcoois hidroxicinamilicos p-coumarilico, coniferilico e sinapilico, também
chamados de monolignéis, que atua como ligante das fibras de celulose, contribuindo
para a resisténcia e rigidez dos tecidos dos vegetais (TAMANINI e HAULY, 2004;
FERRAZ, 2001). Assim, a hemicelulose forma a partir da fotossintese uma matriz
estruturada com as fibrilas da celulose, sendo a lignina a substancia de cementacéao
(REGULY, 1996).

A maior dificuldade para o aproveitamento desses residuos esta
representada pela barreira fisica formada pela lignina-hemicelulose-celulose,
impedindo o aproveitamento da celulose nativa (ZHU et al., 2005). Entretanto, existem
pré-tratamentos (deslignificagdo) para ruptura do complexo lignocelulésico, com o
objetivo de diminuir o teor de lignina e facilitar a posterior hidrélise enzimatica por
celulases (MARTIN et al., 2002; REYES et al., 1998). A utilizagdo dessas biomassas
em processos biotecnoldgicos, além de exigir a etapa de deslignificagao para liberagéao
da fragdo celulésica para posterior sacarificacdo, depende de fatores importantes
como a concentracdo de substrato, enzimas, pH, temperatura, tempo de reagao e
agitacao durante a hidrélise (SAHA e COTTA, 2008; REGULY, 1996).

Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da temperatura e das
concentracoes de enzima e substrato durante a sacarificacdo enzimatica de palha e de

casca de arroz.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 Matéria-prima
As matérias-primas palha e casca de arroz (BR IRGA 410) foram originadas
do municipio de Santa Vitéria do Palmar-RS, moidas em moinho de facas (Wiley Mill

USA-Arthur H.Thomas CO) e peneiradas até uma granulometria de 0,850 mm (Tyler
20) (SUN et al., 2000).
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2.2 Pré-tratamento

Realizou-se um estudo de deslignificacdo como descrito por Sukumaran et
al. (2009), empregando pressao de 1,1 atm manométrica a 121°C durante 60 min em
autoclave (modelo AV-137, Phoenix), onde a concentracdo de palha ou de casca de
arroz variou em 5, 10 e 20% (p/v); as concentragdes da solugdo de NaOH foram 0,1 e
0,25 M; e o tempo de repouso da matéria-prima em contato com o reagente variou em
24 e 48 h.

Apos o término da reagao, a fragédo sélida foi lavada com agua destilada até
atingir a neutralidade, filtrada e seca em estufa (modelo MCS314, DelLeo) a 80°C por
30 h. Nas solugdes de lavagem foram determinados o conteddo de aglcares redutores
e de lignina extraida, a partir da precipitagdo com HCI 2 M, até valores de pH 2,0
conforme indicado por Reguly (1996). Esses resultados foram avaliados
estatisticamente através da analise de variancia (ANOVA) seguido por teste de
comparacgao entre médias ao nivel de 5% de significancia. Antes de realizar ANOVA
foi verificado se os dados eram normais (teste Kolmogorov-Smirnov) e se suas
variancias apresentavam-se iguais (homocedasticidade) analisada pelo teste Levene
(TRIOLA, 1999).

2.3 Caracterizacao quimica da matéria-prima e do substrato pré-tratado

As determinagbes de umidade e cinzas foram realizadas segundo
metodologia oficial da AOAC (2000), cinzas foram determinadas por método
gravimétrico em mufla (modelo Q318M24, Quimis) 550-600°C e a umidade por método
gravimétrico em estufa (modelo MCS314, DelLeo) 105°C.

O contetdo de lignina total foi obtido a partir da soma dos valores da
concentracao de lignina insoluvel e soluvel, de acordo com ASTM Methods (1956) e o
teor de holocelulose como descrito por Browning (1963).

2.4 Determinacao de acucares redutores
Os acucares redutores (AR) foram quantificados nas solugdes de lavagem

e nos hidrolisados, respectivamente, pelo método espectrofotométrico (modelo 700
plus, Femto) do 3,5 dinitrossalicilico proposto por Miller (1959).
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2.5 Enzimas

Foram utilizadas as enzimas comerciais celulase (NS 50013) produzida
pelo Trichoderma reesei e B-glucosidase (NS 50010) do Aspergillus niger,
suplementadas na proporcao (10:1), doadas pela Novozymes Latin America LTDA. A
atividade das enzimas foram 47 FPU/mL para a celulase e 168 CBU/mL para a B-
glucosidase, determinadas de acordo com os procedimentos padrées recomendado
pela IUPAC (GHOSE, 1987).

2.6 Hidrolise enzimatica

A sacarificacdo do substrato pré-tratado foi realizada em solucdo tampao
acetato de sédio 0,2 M (pH 4,8), sob agitagdo constante a 150 min" em shaker orbital
(modelo Certomat BS-1, B. Braun Biotech International), por um periodo de reacao
total de 48 h, temperatura (T) constante, concentracdo de substrato (S) em % (p/v), e
enzima (E) em % (p/p).

Em cada ensaio, retirou-se aliquota do hidrolisado nos tempos 0,5; 4; 8; 12;
24; 36 e 48 h de reacao e adicionou-se NaOH 0,05 M (1:1), para cessar a reacido. A
seguir o hidrolisado foi centrifugado (modelo DCS-16 RV, Presvac) a 30809, durante
10 min para posterior determinagao de aglcares redutores no sobrenadante.

Para o estudo da hidrélise enziméatica empregou-se um planejamento
fatorial completo com trés fatores de estudo, segundo Barros Neto et al. (1996),
constituido por oito ensaios lineares nos niveis -1 e +1, seis ensaios axiais (o = +1,68)
e trés ensaios no ponto central, totalizando 17 experimentos. As varidveis
independentes estudadas foram a temperatura (T) da reacao variando entre 41,6 e
58,4°C, a concentragdo de substrato (S) que variou de 0,8 a 9,2% (p/v) e a
concentracao de enzima (E) entre 0,35 e 4,05% (p/p), conforme a Tabela 1. A resposta
do planejamento foi a concentracdo de acucares redutores.
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Tabela 1: Valores das varidveis do delineamento composto central rotacional com

seus respectivos niveis codificados e reais.

Niveis
Variaveis
- -1 0 +1 +a
S (%, p/v) 0,8 2,5 5 7,5 9,2
E (%, p/p) 0,35 1,1 2,2 3,3 4,05
T (°C) 41,6 45 50 55 58,4

S = concentragao de substrato; E = concentragdo de enzima; T = temperatura da reacéo

Os resultados foram avaliados através dos coeficientes de regressao,
andlise de variancia (ANOVA), verificagao dos efeitos significativos ao nivel de 5% de
confiangca e da utilizacdo da metodologia de superficie de resposta para otimizagao

das condi¢des operacionais.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Preparo e pré-tratamento da matéria-prima

O pré-tratamento nas matérias-primas foi empregado com o objetivo de
romper o complexo lignocelulésico e obter um substrato deslignificado, o qual foi
posteriormente utilizado para os ensaios de hidrélise enzimatica.

A Tabela 2 apresenta o tratamento empregado para o estudo de
deslignificagdo da palha de arroz. A analise estatistica mostrou que os resultados
foram normais segundo teste de Kolmogorov-Smirnov e homocedasticos de acordo
com teste de Levene.

Através da ANOVA verificou-se que nao existe diferenga significativa (p >
0,05) entre utilizar a concentragdo de NaOH de 0,1 e 0,25 M e, entre os tempos de
repouso de 24 e 48 h e, entre as concentracoes de palha de arroz.
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Tabela 2: Concentragdes de lignina e agucares redutores (AR) nas solucdes de
lavagem da palha de arroz.

Concentracdo  Tempode  Concentracao de Lignina AR
de NaOH (M)  repouso (h) palha (%, p/v) extraida (%) extraidos (%)

20 30,20 0,25

24 10 49,50 0,39

01 5 44,40 0,44

20 25,14 0,23

48 10 30,20 0,31

5 48,91 0,53

20 46,40 0,33

24 10 49,72 0,78

0.25 5 48,97 0,44

20 31,55 0,23

48 10 50,53 1,0

5 49,84 0,96

Os dados foram normais segundo teste de Kolmogorov-Smirnov e
homocedasticos de acordo com Levene para a casca de arroz. Com isso foi possivel
realizar a ANOVA, onde se constatou que nao houve diferenca significativa (p > 0,05)
entre utilizar a concentragao de NaOH 0,1 e 0,25 M, e entre os tempos de repouso de
24 e 48 h, porém existe diferenca significativa entre as concentragbes de cascas 5 e
20% (p/v) empregadas, analisados através do teste de contraste de médias, verificado
por Tukey (Tabela 3).
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Tabela 3: Concentragbes de lignina e agucares redutores (AR) quantificados nas
solugdes de lavagem da casca de arroz.

Concentracado Tempode  Concentragédo de Lignina AR
de NaOH (M) repouso (h) casca (%, p/v) extraida (%) extraidos (%)

20 2,89 0,03

24 10 22,30 0,18

0.1 5 16,97 0,26
20 3,33 0,03

48 10 10,75 0,16

5 16,42 0,29

20 2,84 0,06

24 10 20,03 0,32

0.25 5 24,94 0,41
20 7,38 0,03

48 10 15,47 0,26

5 25,04 0,44

A partir da analise estatistica, o processo escolhido para o pré-tratamento
das matérias-primas foi o que empregou menor tempo (24 h) e quantidade de NaOH
(0,1 M) afim de evitar aumento nos custos do processo. Foi verificada uma reducéo de
aproximadamente 45% e 20% na quantidade de lignina removida para a palha e casca
de arroz, respectivamente, conforme a Tabela 4.

Tabela 4: Composicdo centesimal da palha e casca de arroz antes e apés a
deslignificagao.

Componentes Palha Casca
(9/1009) sem tratamento*  pré-tratada* sem tratamento* pré-tratada*
Umidade 8,60 £ 0,16 8,94 £ 0,08 9,81 £0,10 9,99 £0,12
Cinzas 15,32 + 0,02 4,97 £ 0,21 12,42 + 0,19 2,89 £ 0,30
Holocelulose 53,17 £ 0,16 73,20 £ 0,31 48,60 + 0,30 64,10+ 0,24
Lignina 22,80 £ 0,10 12,54 + 0,23 27,20+0,17 21,75%+0,35

*Valores médios * desvio padrao (3 repeti¢des)

Sun e Cheng (2002) estudando o tratamento de madeiras com NaOH
também conseguiram diminuir de 55% para 20% o contetdo de lignina presente no
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material pré-tratado. Resultados semelhantes foram observados por Aguiar e Menezes
(2000), os quais extrairam aproximadamente 56% da fracdo de lignina do bagaco de
cana-de-acucar, através do pré-tratamento com NaOH 1 M, concentragdo de
biomassa 5% (p/v), a 121°C por 30 min em autoclave, seguida de lavagem com agua
corrente até neutralidade, com posterior filiracdo e secagem a 65°C. Eles concluiram
que os pré-tratamentos alcalinos sdo mais eficientes e apresentam menor custo
quando comparado a outras técnicas como radiagdo ou explosao a vapor.

Segundo Reguly (1996) a reagdo de celuloses nativas com alcali, em
determinadas condigbes de concentracao e temperatura seguida de lavagem, resulta
em uma celulose hidratada, a qual possui orientacao cristalina modificada em relagéao
a da celulose nativa, pois a supressao de pontes de hidrogénio, pela entrada de agua,
afasta as cadeias deixando as hidroxilas livres para reagir.

Sukumaran et al. (2009) estudaram o pré-tratamento acido ou basico para
hidrélise enzimatica da palha de arroz e bagago de cana-de-agucar, empregando HCI
0,1 M ou NaOH 0,1 M como solucao reagente com posterior reacdo a 121°C por 1 h
em autoclave, seguida da neutralizacdo das amostras utilizando agua para a lavagem
e seca em estufa. Os autores verificaram que a deslignificagdo com alcali apresentou
o maior rendimento em aglcares fermentesciveis quando comparada com o
tratamento &cido e a matéria-prima com maior rendimento em agucares redutores foi a
palha de arroz.

Neste estudo a palha apresentou uma deslignificagdo maior que a casca de
arroz, 45 e 20%, respectivamente. De acordo com Reyes et al. (1998) devido a casca
possuir camadas com células reforcadas por silica, ha uma dificuldade da acao do
alcali, impedindo a diminuicdo da cristalinidade e consequentemente da superficie
especifica de contato. Além disso, a casca é constituida de maior contetdo de lignina
do que a palha, interferindo assim na deslignificacao, pois conforme Mcmillan (1994) o
efeito do pré-tratamento alcalino em materiais lignocelulésicos, depende da
quantidade de lignina presente.

3.2 Hidrolise enzimatica

As maiores concentragées de AR corresponderam a 48 h de reacdo em
todos os ensaios, tanto para a palha como para a casca de arroz (Figuras 1 e 2). A
partir desses valores foi possivel construir a Tabela 5 que representa o planejamento

fatorial com 17 experimentos realizados para cada matéria-prima, com valores reais e
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Figura 1: Conteddo de acucares redutores (AR) durante o tempo de reagido da

hidrélise enzimatica da palha de arroz.

Os maiores valores de AR no tempo de 48 h foram obtidos nos ensaios 5
(66,90%), 7 (65,21%) e 14 (62,62%) para a palha de arroz e nos ensaios 7 (26,0%) e
14 (30,30%) para a casca de arroz, para os hidrolisados, em que foram utilizados as

maiores concentracdes de enzimas.
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Figura 2: Conteludo de acucares redutores (AR) durante o tempo de reagdo da

hidrolise enzimética da casca de arroz.

Sukumaran et al. (2009) estudaram o tempo de hidrélise enzimatica do
bagaco de cana-de-acucar utilizando celulase e B-glucosidase e verificaram que em 48
h de reacéo alcangaram a maior concentracdo de AR quando comparada com o tempo
de 24 h, assim como observado neste trabalho. Segundo os autores, as celulase
apresentam como caracteristica a lenta degradacao dos polissacarideos celulésicos e

precisam penetrar no polimero para hidrolisa-lo, a fim de atingir o sitio-ativo.
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Tabela 5: Matriz do delineamento composto central rotacional (o = £1,68) para a

hidrélise enzimatica da palha e da casca de arroz.

Valores reais

AR (0/0) 48 h de reagéo

Ensaio?

T (°C) S (%, piv)  E (%, p/p) Palha Casca
E1 45 2,5 1,1 33,60 11,94
E2 55 2,5 1,1 25,65 10,16
E3 45 7,5 1,1 33,67 11,77
E4 55 7,5 1,1 30,13 9,73
E5 45 2,5 3,3 66,90 20,99
E6 55 2,5 3,3 46,03 16,37
E7 45 7,5 3,3 65,21 26,0
E8 55 7,5 3,3 49,33 20,46
E9 41,6 5 2,2 50,16 17,28
E10 58,4 5 2,2 44,43 10,30
E11 50 0,8 2,2 39,37 10,83
E12 50 9,2 2,2 49,82 21,39
E13 50 5 0,35 11,92 6,37
E14 50 5 4,05 62,62 30,30
E15 50 5 2,2 48,66 19,59
E16 50 5 2,2 48,10 19,88
E17 50 5 2,2 47,75 19,95

# Experimentos realizados em ordem aleatéria; AR = agucares redutores; T = temperatura da

reagao; S = concentragao de substrato; E = concentracdo de enzima; p= 0,05

O planejamento experimental foi analisado com os valores codificados, pois

a soma dos desvios em relagdo a média é igual a zero. Além disso, utilizou-se o erro

puro, visto que é possivel avaliar a repetibilidade em um ponto, quando apresenta

pequeno nimero de repeticdes (RODRIGUES e IEMMA, 2005). De acordo com Box e

Wetz citado por Barros Neto et al. (1996), considera-se a regressao como Util para fins

preditivos caso o valor de MQregressas/MQresiauo S€ja, Pelo menos, quatro a cinco vezes

maior que O Fiapelado-

3.2.1 Sacarificacao da palha de arroz
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Os coeficientes de regressao obtidos pela analise estatistica e utilizados na
construcdo do modelo quadratico sdo apresentados na Tabela 6. Os termos nao
estatisticamente significativos a um nivel de significancia 5% (T quadratico e interagao
entre S e E linear) foram incorporados a falta de ajuste para calculo da ANOVA.

Tabela 6: Coeficientes de regressdo e significAncia estatistica para acucares
redutores da palha de arroz.

Fatores Coeficiente de regressao  Significancia estatistica (p)*
Média 48,01 < 0,0001
T(L) -4,24 0,0008
S (L) 1,73 0,0050
S (Q) -1,00 0,0165
E (L) 13,89 < 0,0001
E (Q) -3,60 0,0013
TxS (L) 1,17 0,0185
TxE (L) -3,16 0,0026

*Nivel de significAncia de 5%; S = concentragao de substrato; E = concentracdo de enzima; T =
temperatura da reacéo; L = linear; Q = quadratico

A andlise de variancia (Tabela 7) mostrou que o modelo quadratico se
ajustou bem aos dados experimentais visto que 0 Feacuado fOi doze vezes superior ao
Fiavelado, indicando que o modelo de 2% ordem obtido é estatisticamente significativo e
preditivo, com coeficiente de determinagdo R? igual a 0,97, evidenciando que o modelo
explicou 97% da variagdo dos dados experimentais.

Tabela 7: ANOVA para as concentragdes de acucares redutores da palha de arroz.
Fonte de variacdo  SQ GL MQ  Feacuado Fiabelado (P £ 0,05)  R?

Regressao 3171,87 7 453,12 41,16 3,29 0,97
Residuo 99,07 9 11
Falta de ajuste 98,65 7
Erro puro 0,42 2
Total 3270,94 16

SQ = soma quadratica; GL = graus de liberdade; MQ = média quadrética; F = teste de Fisher;
R? = coeficiente de determinagao
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A partir do modelo (Equacédo 1) foi possivel construir as superficies de
resposta apresentadas na Figura 3, onde verificou-se que utilizando uma temperatura
de 41,6°C, 5% de substrato € 4,05% de enzima, pode-se obter um valor maximo de
AR nas condig¢des de reagao pH 4,8 por um periodo de 48 h.

AR =48 - 4,24*T +1,73*S - 1*S?+ 13,89*E - 3,60*E? + 1,17*T*S - 3,16*T*E
(1)

Onde: AR = agucares redutores (%); S = concentragéo de substrato (%, p/v); E = concentragao

de enzima (%, p/p); T = temperatura da reagéo (°C)

Figura 3: Superficies de resposta para aglcares redutores (AR) dos hidrolisados
enzimaticos da palha de arroz em funcado do (a) substrato versus temperatura, (b)
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enzima versus temperatura e (c) substrato versus enzima. S = concentragdo de substrato;

T = temperatura da reagao; E = concentragdo de enzima

A Figura 3a mostra que diminuindo a temperatura e mantendo a
concentracdo de substrato na faixa entre 5 e 7,5% (p/v) implica num ganho na
conversdo de aclcares redutores, porém se este valor ficar acima dessa faixa,
ocorrera uma diminuicdo dos acucares fermentesciveis formados. As Figuras 3b e 3c,
indicam que o aumento da carga de enzima e a diminuicdo da temperatura da reagcéo
(dentro das faixas estudadas) sao favoraveis para obtencao de altas concentragbes de
AR.

A analise dos efeitos mostrou que, quando a temperatura passou de 45°C
para 55°C, foi observado um efeito negativo, visto que houve uma diminuicdo de
12,05% no conteludo de aglcares redutores. No entanto, quando as concentracbes de
substrato e enzima passaram do nivel -1 para +1, um efeito positivo para o conteido
de AR foi verificado, aumentando 1,5 e 26,1%, respectivamente. A interacdo entre as
variaveis apresentou efeito positivo somente entre a temperatura da reacédo e a
concentracao de substrato.

Ma et al. (2009) realizaram sacarificagdo da palha de arroz, apds pré-
tratamento com irradiagdo por microondas a 680 W, por 24 min e concentracdo de
matéria-prima 7,5% (p/v). Os mesmos obtiveram 17,55% de AR, apds hidrélise
enzimatica a temperatura de 40°C, pH (4,8) sob agitacéo de 110 min™', durante 100 h
de reagao, concentracdes de substrato 5% (p/v) e celulase 12% (v/p).

No entanto no presente trabalho hidrolisando a palha de arroz pré-tratada
com NaOH, a uma temperatura de 45°C, pH (4,8), agitacdo 150 min™, durante 48 h de
reacéo, concentragdes de substrato 2,5% (p/v) e enzima 2,75% (v/p), 0 maior valor de
acucares redutores encontrado foi 66,90%.

3.2.2 Sacarificacao da casca de arroz

Os coeficientes de regressao utilizados na construcdo do modelo
quadratico estdo apresentados na Tabela 8. Das variaveis independentes estudadas,
a interacdo entre T e S (linear) foi o fator ndo estatisticamente significativo (p > 0,05),
sendo este incorporado no residuo total durante a analise estatistica.
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Tabela 8: Coeficientes de regressdo e significAncia estatistica para acucares
redutores da casca de arroz.

Fatores Coeficiente de regressao  Significancia estatistica (p)*
Média 19,80 < 0,0001
T(L) -1,88 0,0007
T(Q) -2,11 0,0007
S (L) 1,92 0,0007
S (Q) -1,29 0,0019
E (L) 5,89 <0,0001
E (Q) -0,50 0,0125
TxE (L) -0,79 0,0071
SxE (L) 1,21 0,0030

*Nivel de significancia de 5%; T = temperatura da reagdo; S = concentragao de substrato; E =
concentragao de enzima; L = linear; Q = quadratico

Através da ANOVA (Tabela 9), verificou-se que 0 Fcacuado fOi 6,4 vezes
superior ao Fiapelado, indicando que o modelo foi significativo e preditivo, o qual
descreve as respostas em fungao das variaveis analisadas.

Tabela 9: ANOVA para as concentragdes de AR da casca de arroz.
Fonte de variacdo  SQ GL MQ  Feacuado Fabelado (P < 0,05)  R?

Regressao 646,35 8 80,80 21,89 3,44 0,96
Residuo 29,52 8 3,69
Falta de ajuste 29,45 6
Erro puro 0,07 2
Total 675,88 16

SQ = soma quadratica; GL = graus liberdade; MQ = média quadratica; F = teste Fisher; R® =
coeficiente determinacao; AR = aglcares redutores

O coeficiente de determinacao (R?) igual a 0,96, mostrou ajuste do modelo
aos dados experimentais para resposta concentracdo de AR, frente a equagao
empirica proposta (Equagéao 2), com 96% da variabilidade dos dados explicados.

A partir dos resultados obteve-se o0 modelo quadratico (Equacdo 2) que
representa 0 comportamento da hidrélise enzimatica e descreve as superficies de
resposta (Figura 4) para o conteddo de agUcares fermentesciveis.



62

AR = 19,80 - 1,88*T - 2,11*T? + 1,92*S - 1,29*S? + 5,89*E - 0,50*E? -
0,79*T*E + 1,21*S*E (2)

Onde: AR = agucares redutores (%); T = temperatura da reacgdo (°C); S = concentracdo de
substrato (%, p/v); E = concentragdo de enzima (%, p/p)

v

(AR

Figura 4: Superficies de resposta para acucares redutores (AR) da hidrélise de casca
de arroz em funcao das variaveis (a) substrato versus temperatura, (b) temperatura

versus enzima e (c) substrato versus enzima. S = concentragdo de substrato; T =
temperatura da reagéo; E = concentragao de enzima



63

Houve efeito negativo no contelddo de acglcares redutores quando a
temperatura passou de 45°C para 55°C, com diminuicao de 3,5%. No entanto, quando
aumentaram as concentracdes de substrato (2,5 para 7,5% p/v) € de enzima (1,1 para
3,3% p/p) do meio, um efeito positivo foi verificado, o qual aumentou as concentragdes
de acucares fermentesciveis em aproximadamente 2,2 e 10,05% para S e E,
respectivamente. A interacdo entre as variaveis apresentou efeito positivo somente
entre as concentragdes de substrato e enzima.

Saha e Cotta (2008) estudaram a sacarificacdo da casca de arroz
empregando concentracdo de substrato 15% (p/v), agitagdo 100 min™ durante 72 h de
reagdo, com uma concentracdo de enzima 15% (v/p), e concluiram que o étimo da
reacao foi com pH 5,0 a 45°C. Também observaram que aumentando a concentragéo
de enzima para 45% (v/p), o maximo de AR alcancado foi 15,4% nessas mesmas
condicdes 6timas.

Reyes et al. (1998) verificaram o efeito de tratamentos quimicos e
fotoquimicos na hidrélise enzimatica de casca de arroz utilizando celulases, e notaram
que o pré-tratamento com o0zdnio na matéria-prima com posterior sacarificagdo
empregando concentracdo de substrato 5% (p/v), enzima 1,5% (p/p), temperatura da
reacdo 50°C durante 1 h, atingiram 32,5% de AR.

Este trabalho contempla o que foi relatado pelos autores anteriormente,
uma vez que a casca de arroz apresentou temperatura 6tima na faixa entre 45 e 50°C,
e o pH (4,8) utilizado foi proximo a 5.

Ingesson et al. (2001) verificaram que aumentando a concentracdo de
substrato acima de 7,5% (p/v), ocorreu uma reducdo na taxa inicial de hidrélise
podendo ser atribuido a formacao de produtos inibitérios e limitacbes de transferéncia
de massa dentro da mistura da reagéo, devido a alta viscosidade do meio.

Segundo Reguly (1996) enquanto ha substrato com centros ativos
disponiveis, a elevacdo da concentragdo de enzima aumenta o produto linearmente.
Apo6s, a concentracdo do produto ndo aumenta mais, mesmo incrementando a
concentracdo de enzima, indicando menor atividade desta ou limitacdo de substrato
disponivel.

Entre as matérias-primas analisadas, o maior rendimento em acucares
redutores foi obtido com palha de arroz (66,90%), possivelmente devido ao maior
conteldo de celulose presente nessa matéria-prima que favoreceu a acido das
enzimas. Observou-se, ainda, que o processo de deslignificacdo na casca (20% de
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remocao de lignina) ndo foi tdo eficiente quanto da palha de arroz (45% de remog¢éo),

visto que a silica presente na casca impede 0 acesso da enzima ao seu sitio ativo.

4 CONCLUSAO

A aplicagédo de concentragdo de enzima acima de 3,3% e concentragdo de
substrato em torno de 5%, empregando temperaturas abaixo de 45°C permitiram obter
os maiores contetdos de AR (> 60% e > 20%), tanto para os hidrolisado da palha
como da casca de arroz, respectivamente.

O maior rendimento de AR foi alcangado com a palha de arroz (acima de
60%). Portanto, essa biomassa lignocelulésica pode ser utilizada para obtencio de
bioprodutos para a produgédo de alimentos e energia, em especial o bioetanol, onde
para cada tonelada de palha é possivel produzir 389 litros, reduzindo assim a geragéao

de residuos dos processos industriais e agricolas.
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4.3 SACARIFICACAO DE REJEITOS DA AGROINDUSTRIA DO ARROZ E
OBTENGAO DE BIOETANOL

RESUMO

A producéo de bioetanol a partir de residuos agroindustriais vem emergindo como uma
das tecnologias mais importantes para producdo sustentavel de combustiveis
alternativos, devido ao carater renovavel e abundante desses materiais
lignocelulésicos. A obtencao de etanol dessas biomassas envolvem processos que
vao desde a hidrélise dos carboidratos presentes para geracdo de agucares
fermentesciveis até a conversdo dos mesmos em etanol por acdo microbiana. O
objetivo deste trabalho foi estudar os processos de hidrélise (4cida ou enzimatica) de
palha e casca de arroz para obtengao de bioetanol. Utilizou-se uma concentragéo de
material lignoceluldsico 3% (p/v) em H,SO, (72%, p/p) a 72°C por 1 min de reacao
para sacarificacdo acida. As enzimas comerciais celulase (NS 50013), suplementada
com B-glucosidase (NS 50010) na proporcao (10:1) com concentracao 4,05% (p/p) a
pH 4,8, foram empregadas para conversdao enzimatica. A maxima hidrolise foi
alcancada através da sacarificacdo enzimatica (79,90% de acUcares redutores) da
palha de arroz ap6s 48 h de reagdo a 41,6°C. A fermentacgao do hidrolisado enzimatico
contendo 130 g/L de acucares foi realizada por Saccharomyces cerevisiae produzindo
23,3 g/L de etanol correspondendo a uma conversao de 0,41 g/g.

Palavras chave: Bioetanol; Materiais Lignocelulésicos; Sacarificacao
ABSTRACT

The bioethanol production from agroindustrial and agricultural wastes is coming up as
one of the most important technologies for sustainable production of alternative fuels,
due to the renewable and abundant character of those materials lignocellulosic. The
obtaining of ethanol of those biomasses involves processes since hydrolysis of
carbohydrates for sugars fermentable generation to its conversion in ethanol for
microbial action. The objective of this work was to study the more effective hydrolysis
process (acid or enzymatic) of straw and hulls rice for bioethanol production. Was used
a material lignocellulosic concentration 3% (w/v) in HoSO4 (72%, w/w) at 72°C for 1 min
reaction. The enzymes commercial cellulase (NS 50013) supplemented with (-
glucosidase (NS 50010) in the proportion (10:1) with concentration 4.05% (w/w) at pH
4.8, were used to enzymatic conversion. The maximum saccharification achieved was
by straw rice enzymatic hydrolysis after 48 h reaction at 41.6°C. The fermentation of
the enzymatic hydrolysates containing 130 g/L sugar was accomplished with
Saccharomyces cerevisiae producing 23.3 g/L of ethanol with corresponding
conversion of 0.41 g/g.

Keywords: Bioethanol; Lignocellulosic Materials; Saccharification
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1 INTRODUCAO

O consumo mundial de energia aumentou 22,6%, boa parte provinda de
fontes fésseis como petréleo, carvao e gas natural (DEMIRBAS e DEMIRBAS, 2007).
No entanto, estudos relatam que a perspectiva para o esgotamento do pretoéleo é, no
maximo, de 70 anos. Em 2002, 24 bilhdes de toneladas de diéxido de carbono (CO,)
foram langados no meio ambiente e, em 2015, essa quantidade devera alcancar 33
bilhdées, sendo o setor de transporte o principal responsavel pela emissao, pois cerca
de 50% dos gases no planeta provém da utilizacdo dos automoveis. Devido ao
aumento da concentracao desses gases, o efeito estufa vem se agravando e trazendo
consigo a elevacdo da temperatura média global (SHREEVE, 2006; NISHI et al.,
2005).

Por motivos econémicos, geopoliticos e ambientais, as atencdes se voltam
para fontes alternativas de energia, em especial os biocombustiveis. O bioetanol é o
biocombustivel com perspectivas mais promissoras para o futuro, pois ndo é
dependente de reservas petroliferas, é obtido de fontes renovaveis e apresenta baixos
niveis de emissdées de gases relacionados ao efeito estufa como o monéxido de
carbono. Além disso, para cada tonelada de alcool combustivel utilizado, cerca de 2,3
toneladas de CO, féssil deixam de ser emitidos (BRASIL, 2006).

A partir disso, varios paises estabeleceram metas ambiciosas para elevar o
consumo de bioetanol nos proximos anos, e como consequéncia, um aumento
substancial na sua producao, que hoje esbarra em limitacbes para expansao da area
plantada, por competir com a producdo de alimentos (SUKUMARAN et al., 2009).
Nesse sentido, surge como alternativa o bioetanol, produzido a partir da biomassa
lignocelulésica, que sdo os compostos orgénicos mais abundantes na biosfera,
destacando-se os residuos celulésicos em especial os agroindustriais, como a palha e
a casca de arroz que juntas sao responsaveis pela geracao anual de 854 milhdes de
toneladas (SAHA e COTTA, 2008; KARIMI et al., 2006). Esses residuos
lignocelulésicos sao considerados matérias-primas potenciais para a produgdo de
alcool por serem constituidos principalmente de celulose, um polimero renovavel,
abundante e disponivel a baixo custo, na natureza é produzido anualmente cerca de
10''-10" toneladas (ZHAO et al., 2007).

No entanto, a hidrélise dessas biomassas é essencial para geracao de
acucares fermentesciveis, para posterior conversao a bioetanol por acdo microbiana.

A quebra do polimero celulésico em agucares sollveis como glicose, pode ser
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catalisada por agcdo acida ou enzimatica. Os dois métodos empregados apresentam
eficiéncia variada, a qual depende das condicdes do tratamento, tipo de biomassa e
das propriedades dos agentes de hidroliticos (SUKUMARAN et al., 2009).

A hidrélise com acidos concentrados como o sulfdrico € um processo
relativamente antigo, em que ocorre a quebrar das macromoléculas de celulose por
meio da adicdo de &cidos aos residuos, empregando temperaturas relativamente
moderadas e tempos de reagcdo curtos. As temperaturas e pressdes empregadas
permitem o uso de materiais com custo relativamente baixo (DEMIRBAS e
DEMIRBAS, 2007).

A hidrélise enzimatica reproduz o processo existente na natureza, em que a
quebra das longas cadeias das moléculas de celulose em aglcares é feita por
enzimas (geralmente celulases, secretadas por fungos ou bactérias), ou seja, por uma
molécula biolégica, que promove rea¢des em meio especifico com maxima eficiéncia,
processando-se em condicbes moderadas e ndo havendo formacdo de produtos da
degradacao dos acucares (BASTOS, 2007).

Uma vez que a hidrélise é completada, o hidrolisado celulésico resultante
pode ser fermentado e convertido a bioetanol. Este processo de hidrélise e
fermentacao separadas (SHF) ja foi extensivamente testado por pesquisadores, € sua
vantagem é que ambas as etapas podem ser realizadas em condigbes 6timas. No
caso de catélise acida ou enzimatica a hidrélise se realiza a temperatura étima da
reacdo, enquanto que a fermentacéao se realiza a temperatura 6tima do microrganismo
produtor de etanol (CARDONA e SANCHEZ, 2007; KARIMI et al., 2006).

Este trabalho teve como objetivo comparar o processo de hidrolise acida e
enzimatica de palha e casca de arroz na conversdo de agucares fermentesciveis e,

produzir bioetanol dessas matérias-primas.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 Matéria-prima e enzimas
A palha e casca de arroz (BR IRGA 410) foram originadas do municipio de
Santa Vitéria do Palmar-RS, moidas em moinho de facas (Wiley Mill USA-Arthur

H.Thomas CO) e peneiradas em granulometria de 0,850 mm (Tyler 20) conforme
indicado por Sun et al. (2000). A celulase comercial (NS 50013) produzida pelo
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Trichoderma reesei e B-glucosidase (NS 50010) do Aspergillus niger foram doadas
pela Novozymes Latin America LTDA.

As matérias-primas apresentavam uma composicao centesimal em termos
de umidade, cinzas, lignina total e holocelulose de 8,60; 15,32; 22,80 e 53,17% para a
palha e 9,81; 12,42; 27,20 e 48,60% para casca de arroz, respectivamente.

2.2 Hidrolise acida

As sacarificacbes acidas da palha e casca de arroz realizaram-se nas
seguintes condi¢des: solugdo de acido sulfarico 72% (p/p) como agente catalisador,
sob agitacdo de 150 min™', & pressdo atmosférica, periodo de reacéo total 1 min a
72°C e concentragdo de matéria-prima 3% (p/v).

Para a quantificacdo do conteldo de acucares redutores (AR), retirou-se
uma aliquota no final da reacdo, adicionou-se agua destilada a 50°C (1:5) e em
seguida a amostra foi homogeneizada com agitacao (modelo 753A, Fisatom) de 150
min™ por 5 min. Ap6s, o hidrolisado foi neutralizado com NaOH 3,5 M e centrifugado
(modelo DCS-16 RV, Presvac) a 3080g durante 10 min e o sobrenadante analisado.

2.3 Hidrolise enzimatica

Para conseguir maiores concentragbes de AR foi necessario primeiro um
pré-tratamento nas matérias-primas, com o objetivo de permitir o contato do substrato
(celulose) com o agente catalisador (enzimas). Uma solucdo de NaOH 0,1 M e palha
ou casca 10% (p/v) permaneceu por 1 h em autoclave (modelo AV-137, Phoenix) a
121°C seguidas de 24 h de repouso. A fragao sélida foi lavada com agua destilada, até
atingir a neutralidade, filtrada e seca em estufa (modelo MCS314, DelLeo) a 80°C por
30 h.

A partir da biomassa deslignificada com uma solugdo de NaOH 0,1 M,
tempo de repouso 24 h e concentracdo de matéria-prima 10% (p/v), realizou-se a
hidrélise enzimatica, nas seguintes condigdes: foram utilizadas as enzimas comerciais
celulase suplementada com B-glucosidase na proporgcéao (10:1), empregando-se uma
solucdo tampao acetato de sodio 0,2 M (pH 4,8), sob agitagéo constante a 150 min™
em shaker orbital (modelo Certomat BS-1, B. Braun Biotech International), periodo de

reacgao total 48 h, temperatura 41,6°C, concentragcao de substrato 5% (p/v), e enzima
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4,05% (p/p) para a palha; e 45°C, 7,5% (p/v) de substrato e 4,05% (p/p) de enzima
para a casca de arroz.

Para a determinagao da concentracao de AR no hidrolisado, retirou-se uma
aliquota apds 48 h e adicionou-se NaOH 0,05 M (1:1), para cessar a reagdo. A seguir
a amostra foi centrifugada (modelo DCS-16 RV, Presvac) a 3080g por 10 min, para

posterior analise no sobrenadante.

2.4 Microrganismo e preparo do inéculo

O microrganismo empregado para a produgdo de bioetanol foi a levedura
Saccharomyces cerevisiae, fornecida pelo CTC (Centro de Tecnologia Canavieira) de
Piracicaba-SP, a qual foi mantida em tubos de ensaio contendo meio YPDA (1% de
extrato de levedura, 2% de peptona, 2% de glicose e 2% de agar) e conservada a 4°C.

Para sua reativacao foi transferida uma alcada da cultura de manutencao
para um meio YPD (1% de extrato de levedura, 2% de peptona e 2% de glicose), com
posterior incubacdo a 25°C e agitacdo 200 min™' por 48 h em shaker orbital (modelo
Certomat BS-1, B. Braun Biotech International). Apds a reativagao, as culturas foram
estriadas em placas com o meio YPDA e transferidas para incubadora (modelo 347F,
Fanem) a 30°C durante 24 h. Passado esse periodo, as placas foram mantidas sob
refrigeracao a 4°C, para posterior preparo do inéculo.

O indculo foi preparado, transferindo-se uma algcada de células proveniente
do meio de manutencéao para frascos de 250 mL contendo 100 mL de meio composto
por (g/100 mL): AR do hidrolisado (3); glicose (2); extrato de levedura (1); peptona (2).
Os frascos inoculados foram incubados a 30°C em shaker orbital (modelo Certomat
BS-1, B. Braun Biotech International) a 150 min™ por 16 h. O crescimento celular foi
acompanhado mediante uma curva de calibragdo que correlacionou a densidade 6tica

a 650 nm com a massa celular seca.

2.5 Fermentacao

Foi realizada em condigbes anaerdbias em Biorreator de bancada (modelo
Biostat B, B. Braun Biotech International), em meio de fermentagdo que possuia (g/L):
extrato de levedura (5); (NH4).SO, (7,5); K.HPO, (3,5); MgSQO,.7H,O (0,75);
CaCl,.2H,0 (1) e volume de trabalho de 1 L, composto por 900 mL de hidrolisado

(acido ou enzimatico) filtrado e concentrado cinco vezes em evaporador rotativo
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(modelo Q-344B2, Quimis) sob vacuo (bomba modelo Q-355B, Quimis) a 70°C, a fim
de obter 130 g/L de AR. O pH (5,0) foi ajustado com NaOH (2 M) e HCI (2 M). O meio
de fermentacao e o reator foram esterilizados a 121°C durante 40 min em autoclave
(modelo AV-137, Phoenix). O volume de inéculo utilizado para a fermentagao alcodlica
foi 10% (v/v) acrescentado assepticamente. O experimento foi conduzido a 30°C
durante 14 h, com agitacédo de 50 min™.

2.6 Acompanhamento analitico dos experimentos

Durante a fermentacao foram retiradas amostras em intervalos de 2 h para
andlise da concentragao celular, etanol produzido e aglcares fermentesciveis.

Os agucares redutores nos hidrolisados e no meio de fermentagao foram
quantificados pelo método espectrofotométrico (modelo 700 plus, Femto) do 3,5-
dinitrossalicilico proposto por Miller (1959) e a concentragdo de etanol foi determinada
segundo Kaye e Haag (1954).

2.7 Analise estatistica dos dados

As hidrélises foram realizadas em quadruplicatas e os seus teores de AR
submetidos a analise de variancia (ANOVA), seguido por teste de comparagao entre
médias ao nivel de 5% de significAncia. Antes de realizar ANOVA foi necessario
verificar se os dados eram normais (teste Kolmogorov-Smirnov) e se suas variancias
apresentavam-se iguais (homocedasticidade) analisadas pelo teste Levene (TRIOLA,
1999).

Os parametros da fermentacao (concentragao celular, etanol e AR) foram
analisados em triplicata.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Hidrdlise

A Tabela 1 apresenta a concentracdo média de aglcares redutores, das
sacarificagdes (acida ou enzimatica) da palha e da casca de arroz. Através da andlise

estatistica observa-se que os resultados foram normais pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov e homocedasticos pelo teste de Levene. Assim foi possivel realizar a ANOVA
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com dois niveis no primeiro tratamento (palha e casca de arroz) e dois niveis no

segundo tratamento (hidrolise acida e enzimatica).

Tabela 1: Valores de aclcares redutores (AR) para a hidrélise da palha e da casca de

arroz.
Matéria-prima Hidrolise AR (%)*
Palha Acida 53,85 +0,92°
Palha Enzimatica 79,90 + 0,24 °
Casca Acida 43,92 £0,75°
Casca Enzimatica 31,60 £0,43°

*Valores médios = desvio padrdo (4 repetigdes); letras diferentes na mesma coluna: existe
diferenga significativa

Os resultados da Tabela 1 mostram que houve diferenga significativa (p<
0,05) entre as matérias-primas e os tratamentos de hidrélise utilizados para a
sacarificacao de residuos lignocelulésicos.

A palha de arroz foi a matéria-prima que apresentou maior sacarificagdo em
ambos 0s processos acido e enzimatico, devido este residuo possuir contelido de
carboidratos e celulose amorfa mais elevado do que a casca.

A casca de arroz apresentou a maior concentracdo de AR (43,92%)
utilizando o processo de hidrélise acida, quando comparada a sacarificacao enzimatica
(31,60%). Isto se deve ao fato de que o pré-tratamento empregado em estudo prévio
removeu apenas 20% do contetdo de lignina, pois, conforme Zhu et al. (2005) este
componente atua como ligante das fibras de celulose, contribuindo para a resisténcia e
rigidez do tecido vegetal, formando uma barreira fisica que dificulta agdo dos
catalisadores.

De acordo com Cardona e Sanchez (2007), o efeito negativo do contelido
de lignina impede a sacarificagdo, limitando a acessibilidade da enzima ao seu
substrato. Além disso, a solubilizagdo e fracionamento da lignina associada a elevadas
severidades de processo, podem ser potencialmente prejudiciais as etapas
subsequentes de hidrélise enzimatica e fermentacdo, em virtude da deposicao de
lignina sobre a superficie da polpa celulésica, pois a lignina solubilizada, redeposita-se
sobre a matriz celulésica formando um filme, restringindo a acessibilidade dos agentes
hidroliticos a polpa (IPT, 2006). Em razao disto, o rendimento glicosidico do processo
de hidrolise enzimatica ficou prejudicado, como observado neste trabalho.
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Segundo Martin et al. (2002) e Reguly (1996), durante a hidrélise dos
materiais lignoceluldsicos catalisada por acidos, devido as altas temperaturas e
condicdes 4acidas, nao se obtém apenas aclcares provenientes da celulose e
hemicelulose, mas também uma série de compostos que podem atuar como
potenciais inibidores da fermentacdo, como por exemplo, furfural, proveniente da
degradagéo de pentoses e 5-hidroximetilfurfural (5-HMF) oriundo da desidratagéo de
hexoses, havendo ainda formacao de acido férmico pela degradagdo de compostos
derivados do furano (furfural ou 5-HMF) e &acido levulinico produzido a partir da
degradagdo de 5-HMF. Logo, ha a necessidade de adicionar uma etapa de
destoxicacdo desses hidrolisados para melhorar a fermentagdo. Além do mais,
apresenta a desvantagem de se utilizar um &cido “forte”, com dificuldades técnicas de
controle e de recuperacao do agucar (SUKUMARAN et al., 2009).

A hidrélise enzimatica ao contrario da acida apresenta um grande potencial
em virtude das caracteristicas como especificidade da reacdo; auséncia da formacgéao
de produtos secundarios como inibidores da fermentagédo alcodlica; a reacao ocorre
em condi¢cdes suaves e nao requer altas pressodes, temperaturas e equipamentos
anticorrosivos (BASTOS, 2007). Além disso, como subproduto do pré-tratamento,
resta a lignina, que pode ser usada para produzir energia, pois apresenta um poder
calorifico ao redor 7000 kcal’kg, comparavel ao dos melhores carvdes; sendo maior do
que madeiras secas (4000 kcal/kg) (REGULY, 1996).

Verificou-se que o maior contelido de AR (79,90%) foi alcancado com a
palha de arroz, empregando hidrélise enzimatica a 41,6°C, com concentragdes de
substrato 5% e de enzima 4,05%, condicdo esta utilizada para obtencdo dos
hidrolisados para a posterior fermentacao.

3.2 Fermentacao

Sukumaran et al. (2009) constataram que utilizando 12% de acucares
redutores de hidrolisado de palha de arroz para a fermentagao alcodlica, obteve-se
maior concentracdo de etanol (25,56 g/L) do que a 6% de AR (12,34 g/L). Neste
estudo, o hidrolisado foi concentrado cinco vezes para atingir concentragdo de AR de
aproximadamente 13% para posterior fermentacdo. Mussatto e Roberto (2004)
concentraram seu hidrolisado 9 vezes e observaram que apés esta etapa os aglcares
aumentaram proporcionalmente ao fator de concentracdo, ndo havendo degradacgéo
dos mesmos no hidrolisado.
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A Figura 1 mostra a curva de crescimento celular da levedura
Saccharomyces cerevisiae construida para auxiliar no posterior processo de
fermentacéao alcodlica. Verifica-se que a fase de laténcia ocorreu nas primeiras 4 h do
crescimento celular, a qual se caracterizou pela reduzida multiplicagao celular devido a
adaptacdo das células, que estdo sintetizando as enzimas necessarias ao
metabolismo dos componentes presentes no meio. A partir da quarta hora observa-se
a fase de transicdo, a qual é caracterizada pelo inicio da reproducédo celular
propriamente dita, onde ha um aumento gradual na velocidade especifica de
crescimento.

A fase logaritmica foi observada no periodo de 4-12 h, em que a curva
apresentou uma inclinagdo acentuada, atribuida a fatores e condi¢des favoraveis ao
metabolismo, obtendo-se o maximo crescimento celular no tempo de 12 h, sendo este

periodo utilizado para o preparo do inéculo.
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Figura 1: Curva de crescimento celular da levedura Saccharomyces cerevisiae.

Observa-se na Figura 2 que existem duas fases distintas da variacdo de AR
com o tempo de fermentacdo. Nas primeiras 12 h, ha o consumo do agucar, ou seja,
alta atividade dos microorganismos, na segunda fase, menos tumultuosa, nota-se a
menor atividade da levedura, ainda que no final da fermentagdo, os agucares
permaneceram constantes. Durante a fermentagéo do hidrolisado da palha de arroz foi
observado que o etanol foi produzido ao longo de todo o tempo de 12 h.
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Figura 2: Perfis de consumo de substrato (AR), producdo celular e de etanol
empregando Saccharomyces cerevisiae a partir do hidrolisado da palha de arroz.

A eficiéncia desse processo de bioconversido pode ser melhor observada
através dos valores dos parametros fermentativos mostrados na Tabela 2. O
microrganismo foi capaz de produzir etanol a partir dos aglcares presentes do
hidrolisado de palha de arroz, confirmando que essa matéria-prima pode ser

empregada em processos biotecnolédgicos.

Tabela 2: Parametros fermentativos da producéo de etanol do hidrolisado da palha de

arroz.
Concentragao AR 130 g/L
Tempo de fermentagéo 12h
Concentragao etanol max. 23,3 ¢g/L
Y P/S 0,41 g/g
P méx. 1,94 g/L.h
Concentragao etanol max. teérica 66,3 g/L
n 35,14 %

AR = aguUcares redutores; Y P/S = fator de conversdo de substrato em produto; P =

produtividade; n = eficiéncia



78

Sukumaran et al. (2009) conseguiram a maior concentragdo de etanol
(25,56 g/L) ap6s 24 h de fermentagcdo e sua eficiéncia maxima foi 41,76%,
empregando Saccharomyces cerevisiae na fermentacao alcodlica de um hidrolisado,
obtido a partir da palha de arroz pré-tratada com alcali, e sacarificado enzimaticamente
através das enzimas celulase suplementada com B-glucosidase.

Saha e Cotta (2008) também verificaram que a casca de arroz pré-tratada
alcalinamente e submetida a sacarificagdo enzimatica por celulase, B-glucosidase e
hemicelulase com posterior fermentacdo empregando Escherichia coli conseguiram
9,87 g/L em 19 h de fermentacao.

A maxima produgao de etanol (23,3 g/L) neste trabalho foi alcancada apés
12 h (Figura 2) com uma eficiéncia de 35,14%. Este valor pode aumentar para 40%,
uma vez que durante a fermentacao alcodlica cada grama de glicose convertida gera
0,51 g de etanol, considerando um rendimento de 100%. No entanto, Saccharomyces
cerevisiae € um microrganismo que consegue alcancar rendimento maximo de
aproximadamente 90% deste valor estequiométrico, pois ao metabolizar
anaerobicamente o agucar, essa levedura gera energia (ATP, adenosina trifosfato) que
€ empregada na realizacao dos diversos trabalhos fisiolégicos (absorcao, excrecao e
outros) e biossinteses, necessérios a manutengdo da espécie (LIMA et al., 2001;
SCHMIDELL et al., 2001).

A eficiéncia da fermentagao alcodlica foi 40% neste estudo, pois, conforme
Palmqvist e Hahn-hager-dal (2000) durante o pré-tratamento do material
lignocelulésico devido a exposicdo a elevadas temperaturas e reagentes, podera
ocorrer a formagéao de compostos da degradacao da glicose, xilose (hidroximetilfurfural
e furfural, respectivamente) ou da lignina (aromaticos, fenodlicos e aldeidos), e também
a liberacao de substancias provenientes da propria estrutura lignocelulésica (extrativos
e acido acético), esses compostos podem ter atuado como inibidores da agao
microbiana, interferindo negativamente no rendimento do processo fermentativo.

No tempo 12 h de fermentagao foram obtidos os melhores resultados de
conversao de substrato em produto (0,41 g/g) e produtividade de etanol (1,94 g/L.h).

4 CONCLUSAO

Os sacarificados de palha de arroz apresentaram maior concentragéo de
AR (79,90% e 53,85%) do que os de casca (31,60% e 43,92%) para hidrélise
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enzimatica e 4cida, respectivamente. A hidrélise enzimética da palha mostrou-se mais
eficiente na conversao de acucares fermentesciveis (79,90%).

Ap6s 12 h de fermentagdo do hidrolisado enzimatico da palha de arroz
obteve-se concentracdo de etanol 23,3 g/L, correspondendo a eficiéncia de 40%.
Considerando que anualmente sao gerados em todo planeta 731 milhdes de toneladas
de palha de arroz, é possivel obter 150 bilhdes de litros de bioetanol. Portanto, a palha
pode ser considerada matéria-prima para a producao de biocombustiveis, emergindo
como importante tecnologia para producao sustentavel de energias renovaveis.
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5 CONCLUSAO GERAL

Houve a conversdao de acgUcares indiretamente para diretamente
fermentesciveis da palha e casca de arroz, através da hidrélise acida e enzimatica. O
aumento na temperatura apresentou efeito negativo na concentracéo de AR, causando
diminuicao de 44,9% e 31,2%, respectivamente, para os hidrolisados acidos de palha
e casca de arroz.

Os maiores conteudos de AR foram no primeiro minuto de reacao,
demonstrando que a eficiéncia do processo depende da acdo combinada da
concentracdo do acido, temperatura e tempo de reagdo para a sacarificacao acida das
biomassas celulésicas.

Na hidrélise enzimatica da palha e casca de arroz foi possivel obter
modelos matematicos que relacionaram a temperatura, concentragdo de enzima e a
concentracdo de substrato em relagdo ao conteido de AR. O emprego de
concentracao de enzima acima de 3,3% (p/p) e concentracao de substrato em torno de
5% (p/v), em temperaturas abaixo de 45°C, permitiram alcangar as maiores
conversdes em aclcares fermentesciveis para ambos os residuos.

Entre as matérias-primas, os hidrolisados de palha de arroz apresentaram
maior contetido de AR (79,90% e 53,85%) do que os de casca (31,60%, 43,92%) para
hidrolise enzimatica e acida respectivamente. A sacarififcagdo enzimatica da palha
mostrou-se mais eficiente na conversao de aclcares fermentesciveis (79,90%).

Hidrolisados enzimaticos de palha de arroz foram submetidos a 12 h de
fermentacdo utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae, a partir do qual foi
possivel obter concentracdo de etanol 23,3 g/L, correspondendo a 40% de eficiéncia.
Considerando que anualmente sao gerados em todo planeta 731 milhdes de toneladas
de palha de arroz, é possivel obter 150 bilhdes de litros de bioetanol.

Portanto, obteve-se bioetanol de residuo celulésico, como a palha de arroz,
servindo como alternativa para minimizar as crises energéticas e de alimentos. Sendo
assim, a producéo de bioetanol a partir da palha de arroz, emerge como importante
tecnologia para producgao sustentavel de combustiveis alternativos, devido seu carater
abundante, renovavel e de baixo custo, diminuindo também a geracao de residuos dos
processos industriais e agricolas.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Estudar a produgao de bioetanol de palha de arroz através dos processos
de hidrélise seguida de fermentagdo, bem como sacarificagdo e fermentacao
simultanea;

- Avaliar o pré-tratamento para deslignificacdo e separacao de hemicelulose
e celulose;

- Hidrolisar enzimaticamente a hemicelulose e celulose;

- Identificar e quantificar os aclUcares presentes nos hidrolisados;

- Fermentar separadamente as fracoes de pentoses e hexoses;

- Sacarificar e fermentar simultaneamente a fragdo hemicelulésica;

- Sacarificar e fermentar simultaneamente a fragao celulésica.
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