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ALVES, F. D. S. Otimizacdo e Avaliagdo do Processo de Hidrolise Enzimatica da Casca
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RESUMO

No cenario mundial e no Brasil, a busca por combustiveis a partir de tecnologias sustentaveis
tem se tornado cada vez maior. Neste contexto, diversos residuos/materiais sdo investigados
como matérias-primas para a producdo do bioetanol ou etanol de segunda geracdo que é
considerado um biocombustivel com grande potencial para aumentar a producdo de etanol. O
presente trabalho teve por objetivo avaliar e otimizar o potencial da casca de arroz (material
lignocelulésico) em produzir agucares durante a etapa de hidrdlise enzimatica. Para isso,
incialmente foi feita uma caracteriza¢do quimica da casca de arroz in natura e foi aplicado um
pré —tratamento fisico/quimico a fim de remover a lignina do material lignocelulosico e facilitar
a conversdao de celulose em glicose. Um planejamento experimental por delineamento de
composto central rotacional (DCCR) foi estabelecido com intuito de otimizar as variaveis,
quantidade de material lignoceluldsico e coquetel enzimatico, verificando sua influéncia na
etapa de hidrdlise, para obtencéo de bons rendimentos. Foi quantificado a atividade enzimatica
das enzimas comerciais Cellic® CTec 2 e Cellic® HTec 2. Por meio da validacdo do modelo
estatistico determinou-se a condicdo otimizada para realizar a hidrolise enzimatica de 0,329 de

casca de arroz em 0,372mL do Coquetel Enzimatico com rendimento de 80,07%.

Palavras-chave: casca de arroz, hidrélise enzimatica, otimizacao, delineamento de composto

central rotacional, bioetanol.
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ALVES, F. D. S. Evaluation and Optimization of Enzymatic Hydrolysis Process from Rice
Husk. 2017, 88p. Thesis (Master in Agroenery) Federal University of Tocantins, Palmas, TO.

ABSTRACT

The research for fuels from sustainable technologies has become increasingly in the world and
Brazil scenario. In this context, several wastes materials are investigated as raw materials for
production of bioethanol or second-generation ethanol which is considered a biofuel with great
potential to increase the production of ethanol. The aim of this present work was to evaluate
and optimize rice husk (lignocellulosic material) potential in sugars production during of
enzymatic hydrolysis. For this, a chemical characterization from rice husk in natura it was
initially done and a physico-chemical pretreatment was applied to remove lignin from
lignocellulosic material and support conversion of cellulose into glucose. An experimental
design was established to optimize the variables, amount of lignocellulosic material and
enzymatic cocktail, checking its influence in hydrolysis by central composite design (CCD).
The enzymatic activity of commercial enzymes Cellic® CTec 2 and Cellic® HTec 2 was
measured. Through the validation of statistical model, optimized condition has determined to
carry out enzymatic hydrolysis 0.32g of rice husk in 0.372mL enzymatic cocktail with yield of
80.07%.

Keywords: rice husk, enzymatic hydrolysis, optimization, central composite design,

bioethanol.
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1 INTRODUCAO

Grande parte da energia consumida no planeta é proveniente da queima de combustiveis
fosseis (petrdleo, gas natural e carvao). Esses compostos, mais especificamente o petréleo e o
carvdo, sdo responsaveis por grande parte das emissdes de diéxido de carbono (CO.) para a
atmosfera, o que é considerada a principal causa do aquecimento global. Além deste, outros
gases poluentes tem origem nesse processo, como o diéxido de enxofre (SO2), precursor do
trioxido de enxofre (SOs3) e do é&cido sulfurico (H.SO.), causadores da chuva acida; do
monoxido de carbono (CO) e dos oxidos de nitrogénio (NOX), que sdo gases toxicos e que
formam o chamado ‘“smog fotoquimico” (BRAGA et al., 2005). A liberacdo destes gases
poluentes, a propria escassez das reservas de petréleo e carvdo, juntamente com as
preocupacdes com a preservacdo do meio ambiente, sdo motivos que levaram governos e
pesquisadores a buscar estratégias para uma producdo mais limpa e sustentavel, utilizando

fontes renovaveis como os biocombustiveis.

O uso dos biocombustiveis visa substituir 0os combustiveis fosseis, diminuir a
dependéncia por essas fontes ndo renovaveis e assim reduzir 0s gases nocivos na atmosfera.
Neste contexto, 0s biocombustiveis, tais como o etanol e bioetanol, também conhecidos como
etanol de primeira e segunda geracéo, sdo parte dessas fontes que podem vir a diminuir 0 uso
de combustiveis fosseis. As diferencas basicas entre etanol e bioetanol sdo as fontes de matérias
primas utilizadas na sua obtencdo. No caso do etanol, sdo utilizadas as matérias primas como a
cana de acgucar, a beterraba e o milho, e o bioetanol por sua vez, a utilizacdo dos residuos

agricolas e agroindustriais, como a casca, a palha, o bagaco, dentre outros.

O Brasil por ter uma distribuicdo geogréfica privilegiada, que encerra diversos climas e
tipos de solos, permite a producéo de diversas culturas agricolas em quase todo o seu territdrio
e durante quase todo o ano. Com a grande variedade de matérias primas agricolas e naturais
cultivadas no pais, os seus respectivos residuos gerados podem auxiliar no aumento de
produtividade do produto final, caso seja ele, etanol/bioetanol, por tais razdes, agregam mais
rentabilidade a producéo no Brasil por biocombustivel (ARREDONDO, 2009).

De maneira geral os residuos agroindustriais provenientes da producdo agricola séo

acumulados no meio ambiente sem nenhum controle ou monitoramento, esta pratica acarreta
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em sérios problemas ambientais, por exemplo, alteracdo das caracteristicas fisicas, quimicas e
biologicas, do ambiente na qual estdo dispostos, decorrentes da sua decomposicdo
descontrolada. O Brasil dispde, entdo, de uma grande variedade destes residuos agricolas e
agroindustriais, cujo bioprocessamento agrega potencial econémico, ambiental e social. Logo,
é importante demonstrar as vantagens existentes e encorajar o investimento no desenvolvimento
de novas tecnologias para se obter ganho energético a partir dos recursos renovaveis e seus
respectivos residuos, que sao produzidos em grande quantidade no pais (BRINGHENTI e
CABELLO, 2005).

Os materiais lignoceluldsicos, principais constituintes dos residuos agricolas e
agroindustriais, sdo um abundante material natural formado por biopolimeros, tais como
celulose, hemicelulose e lignina, que podem ser transformados através da conversdo microbiana
em bioetanol (PEREIRA et al., 2012). As vantagens em se utilizar os materiais lignoceluldsicos
para producdo de bioetanol sdo seu baixo custo, facil disponibilidade, a ndo existéncia de
conflito com uso alimentar e o potencial para producdo de biocombustiveis. No entanto, a
heterogeneidade e a estrutura complexa deste biopolimero fazem com que suas fragdes
imponham algumas dificuldades para sua utilizacdo (LIU et al., 2012; ROMANI et al., 2014).

A casa de arroz, material lignocelulésico, € um residuo agroindustrial bastante
abundante no Brasil proveniente da producéo e beneficiamento do arroz. A producéo agricola
do arroz é uma das principais fontes alimenticias em varios paises como China, india, Indonésia
e Bangladesh, sendo a producédo mundial no ano de 2014 em torno de 750 milhGes de toneladas.
O Brasil € 0 nono maior produtor mundial de arroz e na safra de 2014/2015 a producéo girou
em torno de 12 milhdes de toneladas, sendo 8,7 milhdes produzidas no Rio Grande do Sul. Os
residuos gerados durante o processamento do arroz sdo da casca 20-33% e 5-8% do farelo
(DIEP et al., 2015).

O processo de producdo do bioetanol a partir de fontes lignocelulésicas compreende,
principalmente, um pré tratamento (fisico, quimico ou fisico-quimico) do material a fim de
remover a lignina, a hidrélise (4cida ou enzimatica) das fracbes de celulose e hemicelulose, a
fermentacdo por leveduras dos acucares produzidos nas etapas anteriores e por Gltimo a

separacao/purificacdo do bioetanol produzido.

As caracteristicas estruturais e composicionais da fonte de lignocelulose tornam
imprescindivel um processo prévio de tratamento, a fim de disponibilizar adequadamente a

fracdo de celulose para a etapa posterior de hidrolise enzimética. Esta etapa, denominada de pré
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tratamento, ainda é, contudo, uma atividade complexa, sendo necessario quebrar a estrutura da
lignina, removendo-a, e destruir a estrutura cristalina da celulose, de modo a disponibilizar

maior area possivel desta fracdo para as enzimas agirem de forma eficaz (ALVIRA et al., 2010).

Apobs o pré tratamento, uma das formas para producdo de bioetanol é a utilizacdo de
uma via bioldgica, que consiste na transformacéo dos polissacarideos (celulose e hemicelulose)
em monossacarideos (glicose, pentoses e hexoses), por meio de enzimas, as quais apresentam
caracteristicas notaveis, em relacdo a via quimica (&cida), devido a sua especificidade por
determinado substrato, assim como a promogao de apenas uma reagdo bioquimica, permitindo
a sintese de um produto especifico, sem formacdo de contaminantes ou subprodutos
(PENGILLY et al., 2015).

O uso de enzimas comerciais para a conversdo na hidrolise € uma forma que visa o
aproveitamento e aumento do rendimento durante a etapa enzimatica. As celulases e as
hemicelulases sdo enzimas que quebram as ligacbes de celulose e hemicelulose,
respectivamente. Os tipos de celulases envolvidas séo as endo ¢ exoglicanase e 3-glicosidase.
As enzimas de hemicelulose sdo mais complexas, uma mistura de pelo menos oito enzimas. A
celulose ¢ hidrolisada, entéo, em glicose e a hemicelulose da origem a vérias pentoses e hexoses.
Por fim, encaminha-se o material obtido para fermentagédo por leveduras, promovendo a quebra
das moleculas de glicose, liberando etanol e gas carbénico (ERDEI et al., 2013; SARKAR et
al., 2012).

Em suma, faz necessario uma crescente busca para producdo de energia por fontes
limpas e sustentaveis, incentivando assim a producdo de bioetanol através de fontes residuais
das culturas agricolas, causas de impactos no meio ambiente, reduzindo estes problemas

ambientais, além de agregar valor econdmico e da um destino Util aos residuos.

O grande desafio da producdo economicamente viavel do bioetanol consiste em
determinar a melhor opcdo de disponibilizar a glicose a partir da hidrélise da celulose. Alem
disso, visa-se uma sinergia energética do processo, com aproveitamento tanto da celulose
quanto da hemicelulose. Sendo assim, a busca pela hidrolise efetiva dos materiais
lignoceluldsicos se tornou alvo de inGmeras pesquisas no Brasil e no mundo. Contudo, a
utilizagcdo de enzimas na etapa de hidrdlise possui um custo elevado, principalmente quando se
refere a0 emprego de enzimas comerciais. O complexo enzimatico utilizado para este fim
(Cellic® CTec2/HTec2) desenvolvido pela Novozymes, apresenta, vantagens importantes

frente a este viés e aos complexos enzimaticos ja existentes no mercado, tais como 0 uso em
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menor dosagem, menor custo e maior estabilidade frente aos inibidores auxiliando num melhor

rendimento da producéo.

O trabalho visa com isso aumentar a disponibilidade de acuUcares por hidrélise
enzimatica utilizando casca de arroz (material lignoceluldsico) da industria de beneficiamento
de arroz, e assim otimizar as varidveis do processo de hidrolise enzimatica, a fim de maximizar

rendimentos e reduzir custos operacionais.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Otimizar as condicGes de hidrélise enzimatica em substrato celuldsico da industria de
beneficiamento de arroz, empregando enzimas comerciais para producao de etanol de segunda

geracéo.

2.2  ESPECIFICOS

» Caracterizar a casca de arroz in natura avaliando os teores de umidade, cinzas,
extrativos, lignina, holocelulose e alfacelulose.

» Determinar a atividade enzimatica das enzimas comerciais.

» Comparar o efeito do pré — tratado da casca de arroz por espectrofotometria no
infravermelho.

» Otimizar o processo de hidrélise enzimatica empregando delineamento experimental
variando a quantidade de material lignocelulésico e quantidade de enzima.

» Alcancar as melhores condicdes de hidrolise com maior liberacdo de aculcares.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 CADEIA PRODUTIVA AGROENERGETICA

No mundo, os Estados Unidos € o maior produtor em biocombustiveis, com uma
producdo de 30.983 toneladas. O Brasil, por sua vez, esta em segundo lugar no ranking, com
uma producéo de 17.636 toneladas (PETROLEUM, 2016).

O Brasil é 0 maior produtor mundial de cana de agUcar, tendo uma area plantada em
2012 em torno de 8,4 milhdes de hectares, com aumento da demanda mundial por etanol
oriundo de fontes renovaveis, 0 pais possui grandes areas cultivaveis e condi¢cfes
edafoclimaticas favoraveis a cana de agucar sendo promissor para a exportacdo dessa
commodity (CONAB, 2016).

Dentro da visdo de mercado interno, o relatorio da CONAB (2016) mostra que a
producdo de cana de acucar na safra 2016/17 alcancou 694,54 milhdes de toneladas,
representando aumento de 4,4% em comparacdo com o periodo anterior. A area colhida foi
estimada em 9,1 milhdes hectares, aumento de 5,3% se comparado com a safra 2015/2016, que
foi de 8,6 milhdes de hectares. No caso do etanol anidro, utilizado na mistura com a gasolina,
a producdo teve um aumento de 1,5%, alcancando 11,4 bilhdes de litros, na safra anterior, esse
volume foi de 11,2 bilhdes de litros. O etanol hidratado atingiu a producédo de 16,5 bilhdes de
litros, reducéo de 14,3% ou 2,8 bilhdes de litros, comparado a safra passada, que foi de 19,2

bilhdes de litros, resultado do menor consumo deste combustivel.

A Regido Norte, ainda de acordo com o relatério da CONAB (2016), foi responsavel
por menos de 1% da producdo nacional, a area cultivada aumentou, apesar disso, a
produtividade teve reducdo nesta safra 2016/17, em virtude das méas condicdes climaticas para
o0 desenvolvimento dos canaviais. Por tais raz6es, no Tocantins, a area colhida cresceu 1,8 mil
hectares em relacdo a safra passada, o que representa um acréscimo de 5,8%, contudo a
produtividade bastante inferior a da safra passada, quando se alcangcou cerca de 78.274 kg/ha,

contra apenas 65.240 kg/ha nesta safra.

Neste contexto, uma cadeia produtiva pode ser definida como a integracdo de atividades

necessarias para transformar uma matéria prima em produto final, formado por produtores de
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insumos e matérias prima, inddstria que processa a matéria prima, distribuicéo e logistica, e por
altimo o consumidor final. Todas as etapas em cada nexo da cadeia ddo a sua respectiva
contribuigéo no valor do produto final (BATALHA; SILVA, 2001).

O conceito de agronegdcio é definido com como todos os atores envolvidos na
producdo, processamento e distribuicdo do produto final. Dentro deste sistema incluem os
insumos, estocagem, processos, produtores, varejistas, atacadistas, envolvendo desde o inicio
da producéo até o consumidor final (DAVIS e GOLDBERG, 1957).

No ambito das cadeias produtivas agroenergéticas destacam-se, a importancia da
atencdo continua com a gestdo e a dinamica produtiva visando ganhos de competividade. Os
autores Batalha e Silva (2001), estruturam a cadeia agroenergética da seguinte forma:

1) Organizacional (politica setoriais privadas e atuagao das organizagdes).

2) Institucional (regulamentacdes e politicas econbmicas, juntamente com a relagéo entre
0s agentes da cadeia).

3) Tecnoldgica (investimento tecnoldgica na cadeia),

4) Competitivo (estrutura da indudstria, padrdes de concorréncia, caracteristicas do

consumo).

O objetivo das cadeias é a hierarquizacéo e o poder de mercado. Sendo assim, as cadeias
tém a responsabilidade por analisar as dependéncias do sistema com base na estrutura de
mercado e fontes externas. As fontes externas seriam as acoes estratégicas de uma empresa para
melhorar o desempenho de competitividade relacionadas a um ponto especifico da empresa.
Como ja dito, uma cadeia produtiva € definida como uma sequéncia de relacbes que iniciam
com a producdo dos insumos, obtencdo da matéria prima, industrializacdo, distribuicdo e o
consumo do produto final. Dentro deste elo é possivel analisar a funcdo dos atores envolvidos,
assim também como a area de atuacdo das organizac6es envolvidos no processo. Todos estes
elementos estdo inseridos em um ambiente institucional, regidos por normas e leis, constituidos
por empresas publicas e privadas. Cada etapa da cadeia é constituida por um conjunto de atores
que interagem entre si através dos elos existentes entre eles. O termo ator, referencia, a empresa
ou instituicdo, publica ou privada que estiver envolvida na cadeia. Os elos sdo as trocas ou

transacdes de bens, servicos e informacdes ao longo da cadeia (BERNARDES et al., 2012).
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Um exemplo para uma cadeia produtiva agroenergética foi proposta por Farina (2000),
considerando os segmentos da cadeia e 0 ambiente dos quais as cadeias sdo inseridas. A
estrutura foi estabelecida da seguinte forma:

e Ambiente Institucional e Organizacional: S0 as leis, normas e costumes que regem a
sociedade. As instituicdes sdo as organizaces publicas e privadas, locais, regionais,
nacionais e internacionais, que possuem a responsabilidade em promover as condicdes
de atuagédo e modificacdo na cadeia.

e Consumo: S&o os consumidores por estabelecer o que o mercado produz, provenientes
das suas caracteristicas de renda, preferencias, expectativas e faixa etarias, por exemplo.

e Distribuicdo: Sdo o transporte (ferroviario e/ou rodoviario), armazenamento e
comercializag&o.

e Industrializacdo: S&o os processos dentro da industria em produzir o produto final.

e Insumos e Matérias Prima: Referem-se, aos defensivos agricolas, maquinarios,

fertilizantes até a producdo da matéria prima utilizada pela indudstria.

E importante ressaltar que o valor do produto final até ao consumidor, é determinado
pela soma dos valores de cada um dos elos ao longo da cadeia agroenergética, resultado da acéo
dos agentes e da coordenacdo entre eles. Por isso, as condi¢cbes em que o produto chega ao
consumidor depende tanto das atividades internas a organizacdo, quanto do equilibrio com as

demais partes da cadeia produtiva.
32 ARROZ

O arroz esta entre os cereais mais utilizados no mundo. O Brasil é um dos grandes
produtores mundiais, a estimativa é uma colheita de cerca 11,95 milhGes de toneladas na safra
de 2016/2017, uma reducdo na area plantada de 2,3% em relacdo a safra passada 2015/2016,
sendo influenciada pela reducdo das areas no sistema de sequeiro. Em contrapartida, observa-
se 0 aumento do plantio em area irrigada, 0 que ajuda a explicar uma estimativa de aumento de
produtividade em 15,5%. A producdo deve chegar a 11.968,1 mil toneladas, um aumento de
12,8% em relacdo a safra passada. A Figura 1 demonstra 0 mapeamento da producéo de arroz
no Brasil. A cadeia produtiva agroindustrial do arroz pode influenciar o desenvolvimento
regional @ medida que gera empregos, renda e comércio de produtos do arroz para a localidade,
promovendo consequentemente, melhores condi¢bes de vida para a populagdo. Com este

objetivo, deve-se sedimentar uma base tecnoldgica para a producéo de arroz que tenha como
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intuito a execucdo de agBes que levem a inovagdo. Essa estratégia, aliada a demandas do
mercado, permitird a criagdo de um ambiente de negdcio com solidez econémica (CONAB,
2017; FRAGOSO et al., 2013).

Figura 1- Mapa da producéo agricola de Arroz.
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Fonte: (CONAB, 2017).

Na Regido Norte os dados indicam que a safra de arroz ficara com area estavel ou com
uma leve queda, variando entre 0,5% na sua area plantada em relacao a safra anterior. Com uma
produtividade estimada em 4.064 kg/ha um aumento de 6% da safra anterior, a producéo total
daregido ficara entre 1.073,4 mil toneladas de arroz um aumento de 5,5%, o cultivo de lavouras
de soca ou rebrota, a ocorréncia de vendavais junto com a chegada do frio prejudicando o
desenvolvimento dessas lavouras, impossibilitando o aumento da produtividade (CONAB,
2017).

No Tocantins, o arroz é cultivado em dois sistemas, sequeiro e irrigado. Na safra
2016/2017 houve um decréscimo de 0,8% da area plantada. A cultura estd préxima do
fechamento do seu ciclo, apresentando 76,3% da area cultivada ja colhida e o restante

praticamente todo ja em maturacdo. Apesar do registro de ocorréncia de Brusone, causada pelo
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fungo Pyricularia oryzae esta doenca se manifesta desde os estadios iniciais de
desenvolvimento até a fase final de producdo de gréos, em janeiro, a expectativa é de que ndo
haja reducéo significativa na produtividade, gracas também ao bom comportamento do clima
em fevereiro e margo. Com uma produtividade estimada em 5.117 kg/ha, apresentard um
aumento de 10,5% em relacdo a safra anterior, caracterizando uma producdo total de 673,9 mil
toneladas. A Figura 2 demonstra 0 mapeamento da producéo de arroz no Tocantins (CONAB,
2017).

Figura 2 - Mapeamento do arroz irrigado em Tocantins - Safra 2014/15.
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Fonte: (CONAB, 2015).

O volume da producédo de arroz no Tocantins é suficiente para abastecer a demanda do
estado e gerar excedentes. Somado a isso, 0 estado recebe arroz produzido por outras regides
proximas. Em contrapartida, um fator leva & importag@o de arroz pelas industrias no estado, a
reducdo de oferta em meses apds a colheita. A reducdo de oferta se justifica pela baixa

capacidade de armazenamento. Essa oscilagdo de oferta € um dos fatores que explica a
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ociosidade da capacidade instalada para beneficiamento. Ressalta-se, que nos Gltimos anos a
qualidade do arroz, em geral, produzido no Tocantins melhorou, porém, para ser mais

competitivo em mercados mais exigentes, ainda melhorias na cadeia produtiva devem ser feitas.
3.3 RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS LIGNOCELULOSICOS

A agroindustria € um dos principais segmentos da economia brasileira, com importancia
tanto no abastecimento interno como no externo. Na década de 70, a agroindustria chegou a
contribuir com 70% das vendas externas brasileiras. Atualmente, essa participacdo esta em
torno de 40%, ndo so pela diversificacdo da pauta de exportacdes, mas também pela tendéncia

a queda dos precos das commodities agricolas nos ultimos 20 anos (BARRQOS, 2014).

De acordo com Ferreira-Leitdo et al. (2010), utilizar materiais lignocelulosicos
provenientes de residuos agroindustriais para producdo de energia, contribuem para solucionar

problemas de acumulo de residuos e evita a polui¢do no solo e na agua.

O Brasil dispde de uma grande variedade de residuos agricolas e agroindustriais cujo
bioprocessamento representa um processo de interesse econdmico e social. Neste contexto, 0s
residuos de usinas de acucar e alcool e unidades de producéao agricola geradoras de residuos de
culturas de cereais, de milho, de trigo, cascas de arroz e de aveia, dentre outros, sdo potenciais

fontes de matéria-prima para fermentacéo.

Os materiais lignoceluldsicos constituem como uma biomassa bastante abundante neste
planeta, sendo assim, de interesse comercial para produzir biocombustiveis. Sd&o compostos
basicamente por celulose, hemicelulose e lignina (RABELO, 2010). A Figura 3, demonstra a

estrutura quimica de matérias lignocelulésicos.
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Figura 3 — Estrutura quimica de material lignocelulosico.
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Fonte:(SANTOS et al., 2012).

Diversos processos sdo desenvolvidos para o aproveitamento desses materiais,
transformando-os em compostos quimicos e produtos com alto valor agregado como as
enzimas, 0s acidos organicos, os aminoacidos, entre outros (MENEZES et al., 2009). A Tabela
1, mostra alguns materiais lignocelulésicos com potenciais para producao de etanol de segunda

geracao.
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Tabela 1 — Composicao quimica de Materiais Lignocelulésicos.

Material Lignocelulésico ~ %Celulose %Hemicelulose %Lignina
Palha de Cana 40-44 30-32 22-25
Bagaco de Cana 32-48 19-24 23-32
Madeira 43-47 25-35 16-24
Espiga de Milho 45 35 15
Algodao 95 2 0,3
Palha de Trigo 30 50 15
Fibra de babaneira 60-65 6-8 5-10
Palha de Cevada 31-45 27-38 14-19

Fonte: (SANTOS et al., 2012).
A producdo de etanol proveniente de materiais lignocelulésicos é referido como etanol

de segunda geracdo ou bioetanol, cujo o bioprocessamento é umas das promissoras tecnologias

em desenvolvimento na produgéo dos biocombustiveis (BASTOS, 2007).
3.4 CASCA DE ARROZ

Dentre os mais diversos residuos agroindustriais lignocelulésicos, a casca do arroz é um
dos mais abundantes, com baixo valor comercial e disponivel para utilizacdo na producao de
biocombustiveis (MONTIPO et al., 2013).

Na industria de beneficiamento do arroz, a casca corresponde em média a 20-33% do
peso total do grdo. Estima-se, uma geracdo de 123,69 milhGes de toneladas anual em todo o
planeta. A casca apresenta alta dureza, fibrosidade e € abrasiva, tem baixo teor nutritiva, alta
resisténcia ao desgaste e muitas cinzas. Por tais consequéncias, nos Ultimos anos tem se
direcionado pesquisas utilizando a casca de arroz ja que existe em grande quantidade e é livre
de utilizacdo (DELLA et al., 2001; DIEP et al., 2015; JOHAR et al., 2012; SAHA e COTTA,
2008).

A composicao da casca de arroz apresenta um intervalo no teor de cinzas entre 13 - 21%,
dentre essa faixa 80 - 90% correspondem de silica e o restante por outros compostos
inorganicos, a concentracao de celulose varia entre 40 - 60%. Este material lignoceluldsico é
amplamente disponivel e possui um custo baixo (HUANG et al., 2013; PINTO e CALLONI,
2013; SHI et al., 2013). A variacdo da composicao quimica Tabela 2 depende de alguns fatores,

como as condicOes de solo e clima durante o cultivo e da variedade de arroz.
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Tabela 2 — Composicao quimica dos produtos da industria de arroz.

Casca de

arroz Casca do Casca de arroz
Componentes Arroz (SAHA =4 cKERT Casca de
(REYESST  eCOTTA, 2010)  Arroz(JOHAR,
Celulose (%) 38,4 35 35 35
Hemicelulose (%) 23,7 12 13 33
Lignina Total (%) 29,4 15 29 23
Cinzas (%) 8,5 6 16,9 25

3.5 COMPOSICAO DOS MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

3.5.1 Celulose

A principal estrutura presente em materiais lignoceluldsicos é a celulose. A Figura 4,
demonstra quimicamente este homopolissacarideo como sendo um polimero linear e cristalino,
unidos por varias moléculas de glicose unidas por liga¢des B-D-1-4 glicosidicas com uma
unidade béasica de celobiose que se repete (ARANTES e SADDLER, 2010).

Figura 4 — Representacdo das moléculas de glicose, celobiose e do polimero de celulose.
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Fonte: Adaptado de (SUHAS et al., 2016).
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Em relagdo as estruturas da cadeia de celulose, as mesmas se ligam por interagdes
intermoleculares de hidrogénio entre o oxigénio do anel e o grupamento hidroxila na posi¢ao
3, entre as hidroxilas dos carbonos 2 e 6 e entre as hidroxilas dos carbonos 3 e 6. A formacéo
dessas ligacdes tem um importante efeito na reatividade que apresentam as fibras celuldsicas.
Sendo assim, esta macromolécula apresenta regides cristalinas ordenadas e menos ordenadas
ou simplesmente amorfas, onde as cadeias apresentam uma orientacdo randomizada (aleatoria).
As zonas que apresentam elevada cristalinidade conferem protecéo a célula e constituem uma
barreira tornando dificil a insercdo por solventes e reagentes, por um outro lado, as zonas
amorfas sdo acessiveis e mais susceptiveis a degradacdo através dos pré tratamentos
(FARINAS, 2011; FUENTES, 2009).

Por fim, a celulose em si, apresenta uma simplicidade quimica, além disso existe uma
complexa gama de formas fisicas de celulose principalmente no que diz respeito a diversidade
de origem e aos processamentos tecnolégicos subsequentes que o material celulosico seja
sujeito. A caracterizacdo da celulose inclui o tamanho, a forma, a porosidade, o grau de
polimerizacdo, a area superficial, a associagdo com compostos ndo celuldsicos, a conformacéo
molecular e a cristalinidade, sendo todos relevantes para o processo de hidrolise (RABELO,
2010).

3.5.2 Hemicelulose

A hemicelulose € composta por cadeias ramificadas de acucares de pentoses, como
xilose e arabinose, e hexoses, como glicose, manose e galactose. Estes diferentes acucares
agregam complexidade a parede celular e assim necessita de enzimas especificas para auxiliar
no processo de hidrélise. Além disso, contém ainda, acidos hexurdnicos e deoxiexoses como
mostra a Figura 5 (KOOTSTRA et al., 2009; LIMAYEM e RICKE, 2012).
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Figura 5 - Componentes da fragdo hemicelulose
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Fonte: (MORAIS et al., 2005).

Também conhecida como heteropolissacarideos, sdo estruturalmente mais semelhantes
a celulose do que a lignina. Sua estrutura apresenta ramificagcdes que interagem facilmente com
a celulose, dando estabilidade e flexibilidade ao agregado, formando ligac6es de hidrogénio
com celulose, ligacdes covalentes com a lignina e ligacdes éster com unidades de acetil e acidos
hexurénicos. Em materiais lignoceluldsicos, a quantidade de hemicelulose encontrada nos
tecidos vegetais pode variar em funcdo da espécie, do estagio de crescimento e das condicdes
ambientais. As formulas gerais sdo (CsHsO4)n e (CeH100s)n, que sdo as pentoses e hexoses,
respectivamente. Comparadas com a celulose, sdo relativamente mais faceis de hidrolisar
devido a sua estrutura amorfa, e ramificada, bem como o seu menor peso molecular
(LIMAYEM e RICKE, 2012; SANTOS et al., 2012).

As hemiceluloses sao relativamente sensiveis as condi¢Ges de operacdo/tratamento, por
conseguinte, variaveis como a temperatura e tempo tém de ser controlados para evitar a
formacdo de co-produtos, potencialmente formadores de inibidores, tais como furfural, acido
acetico e hidroximetilfurfural e quando ndo controlados diminuem a eficiéncia das demais
etapas, como hidrélise e fermentacdo (HAGHIGHI MOOD et al., 2013).

3.5.3 Lignina
A lignina, Figura 6, é um dos polimeros organicos mais abundantes e importantes da

natureza forma ligacGes covalentes com unidades monossacaridicas da hemicelulose, age no
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enrijecimento e como barreira contra a degradacio microbiana da parede celular. E uma
macromolécula polifendlica amorfa com estrutura heterégena tridimensional, baseada em
alcoois coniferilico, sinapilico e p-cumarico. Possui um importante papel biolégico em reter a
hidrélise enzimética e impedir contaminacdo por pat6genos, em suma, quanto maior a
proporcdo de lignina na biomassa, sua resisténcia a degradacdo quimica e enzimética serdo
maiores (FORSYTHE et al., 2013; YUNPU et al., 2015; TAHERZADEH e KARIMI, 2008).

Figura 6 — Representacdo da estrutura de lignina.
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Fonte: Adaptado de (YUNPU et al., 2015).



32

A interacéo entre a lignina, celulose e hemicelulose determinam a estrutura completa da
parede celular dos materiais lignocelulésicos. Um outro fator importante é o que diz a respeito
da composicao e a organizacdo dos constituintes da lignina que variam de uma espécie para
outra, dependendo também da matriz de celulose e hemicelulose. Como ja dito, a lignina atua
como uma barreira fisica para as enzimas e, consequentemente, para producdo de bioetanol,
influenciam na quantidade de enzimas requerida para a hidrélise, somado a isso, dificultam na
recuperacdo das enzimas apos a hidrdlise. Por isso, um pré tratamento eficiente deve ser
realizado a fim de remover a lignina e manter a eficiéncia dos demais processos (SANTOS et
al., 2012).

3.5.4 Outros Compostos

Existem outras substéncias presentes nos materiais lignocelulésicos que ndo sédo parte
da parede celular. Incluem uma diversidade de compostos como os terpenos, que sao polimeros
de isopropeno, as resinas, que incluem grande variedade de compostos ndo volateis como 0leos,
acidos graxos, alcoois, resinas acidas, fitosterol, e os fenois, que apresentam como representante
principal os taninos. Dentro desta fracdo de extraiveis, podem-se incluir carboidratos de baixo
peso molecular, alcaldides e lignina solivel. Essas fraches extraiveis sdo compostos que
proporcionam reserva energética e protecdo as plantas contra o ataque de microrganismos e
possiveis insetos, porém tém um efeito inibitoério nos processos de conversdo do material
(KLINKE et al., 2004; SILVA, 2009).

Outros compostos presentes também sdo as fracbes ndo extraiveis, como cinzas,
residuos inorganicos, principalmente carbonatos alcalinos, alcalinos terrosos e oxalatos, que
permanecem depois da queima do substrato a elevadas temperaturas (PEREIRA RAMOS,
2003).

3.6 METODOS DE CARACTERIZACAO MATERIAL LIGNOCELULOSICO

A umidade € representada como o teor de dgua presente no material lignocelulésico. As
formas mais comuns de determinacdo envolvem o aquecimento do material em uma estufa, por
um tempo suficiente para ocorrer a total evaporacdo. Medindo-se, a massa do material antes e
depois da secagem, pode-se determinar o teor percentual de agua na amostra, ou seja, a
umidade. A determinacdo do teor de cinzas é feita com o intuito de ser um indicador da
quantidade de minerais e possiveis adulteracdes do material lignocelulésico com compostos

inorganicos, que possam ter sido ocasionados através de contato do material lignocelulésico
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com algum possivel contaminante ou até mesmo adicionados propositalmente durante alguma

etapa de processamento do material lignocelulésico (ANTUNES et al., 2006).

Os extrativos podem ser extraidos de materiais lignoceluldsicos, tanto por solventes
polares quanto por apolares, que ndo sdo componentes estruturais da parede celular, incluem-
se varios compostos de baixa ou de média massa molecular, como, alguns sais, agucares e
polissacarideos (soliveis em agua), acidos ou ésteres graxos, alcoois de cadeia longa, ceras,
resinas, esteroides, glicosideos (soltveis em solventes organicos) e compostos fendlicos (PINO
et al., 2007; SILVERIO et al., 2006).

O termo holocelulose € usado para determinar o teor dos carboidratos totais presentes
em um material lignocelulésico, ou seja, engloba os valores da celulose e dos demais
carboidratos, notadamente as pentoses, denominados em conjunto como hemicelulose
(TAHERZADEH; KARIMI, 2008).

Segundo a defini¢do da norma TAPPI T 203 cm-99 (2009), alfacelulose é a celulose ndo
degradada, betacelulose € a celulose degradada, e gamacelulose €, principalmente,
hemicelulose. Comumente, em vez de se determinar, também, o valor da betacelulose, para
entdo se calcular o valor da hemicelulose, considera-se apenas a diferenca entre os valores de

holocelulose e de alfacelulose.
3.7 PRE-TRATAMENTO DO MATERIAL LIGNOCELULOSICO

Um dos gargalos para utilizacdo dos materiais lignocelulésicos esté na barreira formada
pela lignina, uma vez que esta etapa unitaria auxilia no fracionamento da lignina facilitando
assim a atividade enziméatica (GRAY et al., 2006).

As técnicas para o pré-tratamento sao feitas por processos mecanicos, fisicos, quimicos,
biolégicos ou a combinacdo dos mesmos. Estas técnicas tem a obrigacdo em solubilizar e
separar um ou mais componentes do material lignoceluldsico, ou seja, separar a lignina e
hemicelulose, reduzir a cristalinidade da celulose e aumentar a porosidade da celulose,
favorecendo as etapas seguintes para producdo de etanol. O esquema de remocdo é mostrado
na Figura 7 (LIMAYEM e RICKE, 2012; YANG e WYMAN, 2008).
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Figura 7 — AlteragGes estruturais do complexo celulose-hemicelulose-lignina determinadas
pelo pré tratamento.
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Fonte:(SANTOS et al., 2012).

Segundo os autores Limayem e Ricke (2012), os pre-tratamentos dependem de suas
biomassas para escolha do método mais adequado, por exemplo, residuos agricolas requerem
menos ac¢des termoquimicas devido a sua composicdo menos densa do que residuos lenhosos.
Para isso um efetivo pré-tratamento deve primordialmente deslignificar (remover a lignina) a
biomassa, liberar aclcares fermentesciveis, evitar a degradacdo dos carboidratos, ndo formar
subprodutos toxicos e ser de baixo custo (MARIA et al., 2011).
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Dentre os tipos de pré-tratamentos mais empregados, estdo 0s quimicos, principalmente
utilizando &cido sulfdrico. Este processo, hidrolisa os polissacarideos a monossacarideos,
facilitando a acessibilidade das enzimas a celulose. Contudo, sua toxidade, corrosdo de
equipamentos, formacdo de inibidores (&cido acético, hidroximetilfurfural, dentre outros) e a
degradacdo da glicose sdo alguns dos problemas que podem inviabilizar a aplicada deste
processo. A explosdo a vapor € também muito utilizada, este processo é rapido e envolve a
separagdo dos componentes estruturais da biomassa pelo vapor quente, devido a descompressao
e evaporacdo da umidade, causa assim, a ruptura da estrutura fisica da biomassa, favorecendo
a etapa de hidrolise enzimatica (MOOD et al., 2013).

De acordo com a literatura, o pré-tratamentos fisicos e quimicos combinados tem sido
apontado com um dos mais eficientes, principalmente com a utilizacdo de hidroxido de sodio
na etapa quimica. E um processo utilizado a bastante tempo, principalmente nas inddstrias de
papel e celulose (PITARELO, 2007; ADEL et al., 2011). Na Tabela 3, observa-se alguns dos

principais pré-tratamentos consolidados na literatura.



Tabela 3 — Tipos de pré-tratamentos.
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Caracteristicas

Tecnologia de Pré- Tipos de vantagens Desvantagens
tratamento Pré-Tratamento Celulose Hemicelulose Lignina 9 g
Fisico Moagem Intensiva d|_m|n_u 1640 do grau N&o remove N&o remove Reducéo da Cristalinidade  Alto consumo de Energia
de cristalinidade
Pouca remogdo, mas _— - Dificil 30d
s s « CondicGes médias, altas ITicil recuperacao do
- 0, ' , . .
Acido Pouca despolimerizagao 80-100% de remogao ocorre mudanca da producdes de xilose cido, corrosivo e
estrutura relativamente custoso
Basico Inchaco significativo Consm.ie_ravel Consideravel solubilidade Remoggo efetiva de Reagen~te caro,
solubilidade ésteres recuperacdo alcalina
Quimico

Organosolvente Inchago significativo

Quase completa
remocao

Quase completa remocéo

Alta producdo de xilose,
efetiva deslignificacdo

Recuperacao de solvente
cara

Nao foi observada

Ozonolise Lo
despolimerizacédo

Baixa solubilizacdo

Solubilizacdo acima de
70%

Efetiva deslignificacdo em
condigBes suaves

Reagente caro

Fisico-Quimico

Explosdo a vapor Baixa despolimerizacédo

80-100% de remocéo

Pouca remogéo, mas
ocorre mudanca da
estrutura

Energia eficiente, nenhum
custo de reciclagem

Degradacéo da xilana
como produto inibitério

Diminui¢do do grau de

Explosdo de amonia A
P cristalinidade

Acima de 60% de
solubilidade

10-20% de solubiliza¢do

Menor perda de xilanas,
ndo formacdo de
inibidores

Recuperacéo de amonia,
nao é efetivo para alta
concentracédo de lignina

Bioldgico

Fungos 20-30% de despolimerizacdo

Acima de 80% de
solubilizacéo

Proximo de 40% de
deslignificacdo

Baixo requerimento de
energia, efetiva
deslignificacdo

Perda de celulose, baixa
taxa de hidrolise

Fontes: (MOOD et al., 2013; HAMELINCK; VAN HOOIJDONK e FAALJ, 2005; IBRAHIM, 2012; MOSIER et al., 2005; RABELO et al., 2009; ROCHA et al., 2011; WAN; LI, 2012).
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3.7.1 Pré - Tratamento Hidrotérmico

O pre-tratamento hidrotérmico consiste na utilizacdo da dgua sob alta temperatura (em
torno de 180 °C a 240 °C) e pressdo. As combinagdes desses fatores provocam um aumento da
forca idnica da agua. Sendo assim, a &gua sob elevada pressdo consegue penetrar na estrutura
celular do material lignocelulésico, hidratar a celulose e remover a hemicelulose
(ROGALINSKI et al., 2008).

A utilizacdo da agua sob elevadas temperaturas e pressdo favorece com que o pré-
tratamento hidrotérmico promova a clivagem das ligacGes das estruturas da parede celular,
lignina, celulose e hemicelulose, causando a ruptura das ligacdes glicosidicas da celulose e
hemicelulose, principalmente das hemiceluloses. O &cido acético é entdo formado a partir da
desacetilacdo parcial da fragdo hemicelulésica e atuara como catalisador da reacdo da hidrolise
do material lignocelulosico promovendo a despolimerizacdo da hemicelulose. Por tais razdes,
é considerado como um dos métodos mais promissores e eficientes de pré-tratamento de

materiais lignocelulésicos.

3.7.2 Pré-Tratamento Basico/Alcalino

A presenca da lignina reduz a eficiéncia da hidrolise enzimatica, além também, de
obrigar o aumento da carga enzimatica para efeitos melhores de hidrélise 0 que encarece o
processo. A lignina em si, atua como uma barreira fisica impedindo o acesso a celulose. Por
tais razdes, torna-se importante um pré-tratamento que remova a parte da lignina do material
lignocelulésico (PAN et al., 2005).

Este pré-tratamento, assim como os demais, atua no processo de remocao da lignina nos
materiais lignoceluldsicos. Um outro fator é que, os pré-tratamentos basicos, removem também
grupos acetil e &cido urbnico da cadeia da xilana, favorecendo a susceptibilidade da xilose ao
ataque enzimatico. O pré-tratamento alcalino ndo hidrolisa a hemicelulose mas causam um
inchaco, aumentam a area de superficie interna, diminuem a cristalinidade e estimulam a quebra
das ligacdes estruturais que ligam a lignina e os carboidratos, o que traz um aumento na
digestibilidade enziméatica do material (BALAT, 2008; HAGHIGHI MOOQD et al., 2013).

Este tipo de método, utiliza valores baixos de pressao e temperatura se comparado com
outras tecnologias de pré-tratamentos. Uma outra aplicabilidade € que pode também ser
processado em condigdes ambientes, porém é exigido um longo periodo. O pré-tratamento
alcalino, como desvantagem, tem o custo com reagentes, pois dependendo do material

lignoceluldsico pode ser necessario uma elevada quantidade de reagente, 0 que exige uma etapa
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de recuperacdo. Porém, um estudo recente mostrou que o hidroxido de sodio pode ser
reutilizado em novos pré-tratamentos, e assim contribuir para que o processo se torne mais
econdmico e viavel (HAGHIGHI MOOD et al., 2013; MOSIER et al., 2005; PALLAPOLU et
al., 2011; ROCHA et al., 2014).

3.8 ESPECTROFOTOMETRIA NO INFRAVERMELHO

A espectroscopia na regido do infravermelho (também chamada de Fourier Transform
Infrared Spectroscopy - FTIR) fundamenta-se, na absorcdo de radiacdo infravermelha por
moléculas do material. Trata-se de uma ferramenta importante para a investigacdo de grupos
funcionais, elucidacgdo estrutural e identificagdo de um dado material, que pode ser organico
(material lignoceluldsico) ou até mesmo inorganico. Esta técnica é possivel devido ao fato dos
atomos que formam a molécula interagirem entre si proporcionando vibracOes
intramoleculares, o que variam de acordo com a estrutura, composicao e os diferentes modos
de vibracdo. Para varrer essa gama de frequéncia das vibragdes, utiliza-se o infravermelho. Por
tais razGes, a espectroscopia na regido do infravermelho tem sido apresentada na literatura como

uma ferramenta poderosa na analise de materiais lignocelulésicos (ALVES, 2011).

Dentro desta avaliacdo € possivel plotar um grafico de intensidade de radiagdo versus
frequéncia do espectro de infravermelho e caracterizar os grupos funcionais de um padrdo ou
de um material desconhecido proporcionando uma investigacdo das mudancas estruturais da

casca de arroz em funcdo do pré-tratamento escolhido para este trabalho.
3.9 HIDROLISE

Apos a etapa de pré-tratamento responsavel por remover a lignina do processo e deixar
acessivel a celulose, ocorrera o processo de hidrolise. Nesta etapa havera a liberacédo de aclcares
através do uso de acido (concentrado ou diluido) ou por enzimas. A hidrdlise enzimatica,
quando comparada com a hidrolise acida, é compativel com uma diversidade de variedades de
biomassas. As celulases sdo a chave para producdo do etanol lignoceluldsico. Devido a sua
maior producdo de aclUcar e sua magnitude ser de menor impacto ambiental, a hidrdlise
enzimatica é mais atrativa do que a acida (PEREIRA, 2013; OLIVEIRA et al., 2013). A

diferenca entre a hidrélise acida e enzimatica se encontra na Tabela 4.
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Tabela 4 - Hidrélise Acida versus. Enzimatica.

Parametros Hidrolise Acida Hidrolise Enzimatica
Tempo Rapida (minutos) Lenta (horas)
Temperatura Alta (200° C) Baixa (45°)
Pressdo Alta Atmosférica
Rendimento 50-90% 75-95%
Subprodutos Possivel formacéo Né&o ha formacao

Fontes: (CANILHA et al., 2012; HAMELINCK; VAN HOOIJDONK; FAAIJ, 2005; HARI KRISHNA et al.,
2000).

No processo de hidrélise enzimaética, as enzimas, celulases, sdo utilizadas como
catalisadores para hidrolisar as cadeias de celulose até o produto final de interesse, a glicose.
Ao contrario dos catalisadores comuns, a conversao da celulose em glicose por via enzimatica
apresenta uma elevada especificidade em relacdo ao substrato e sua utilizagdo reduz a obtengéo
de subprodutos indesejaveis na reacdo. Estes fatores justificam o fato deste processo ter se
tornado cada vez mais popular como integrante da tecnologia de conversdo de biomassa em
biocombustivel (TAHERZADEH e KARIMI, 2008).

3.9.1 Hidrolise Enzimatica

As enzimas celulases sdo produzidas tanto por fungos quanto por bactérias, apesar de
produzirem celulases de alta atividade, as bactérias possuem uma taxa de crescimento baixa
com condicdes especiais de crescimento, por isso que as pesquisas para producdo comercial das
enzimas tém sido com a utilizacdo de fungos. Os principais géneros sdao Trichoderma e
Aspergillus. O Trichoderma reesei, € 0 mais importante, sendo um fungo filamentoso e
mesofilico, responsavel na acdo de hidrdlise em trés principais classes de conversdo da celulose
em glicose que sdo a endo-p-(1,4)-glucanases, exo-B-(1,4)-glucanases e f-(1,4)-glucosidades
(COUGHLAN, 1985; SINGH et al., 2014; SUN e CHENG, 2002).

As celulases ndo hidrolisam a celulose de modo muito harmdnico, para que isso ocorra,
€ necessaria uma atuacdo sinérgica, onde o rendimento da etapa hidrolitica seja eficaz. Sendo
assim, tem-se o conhecimento de trés formas do processo hidrolitico sinérgicos: 1) ocorre a
adsorcdo das celulases na superficie da celulose, 2) a conversdo por biodegradagéo da celulose
em aclcares simples (pentoses e hexoses), 3) dessorcdo da celulase (TAHERZADEH e
KARIMI, 2008; SILVA, 2010).
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H& diversos fatores que influenciam a eficiéncia da hidrolise enzimética, mas 0s
principais fatores que afetam est&o na enzima ou substrato, ou uma associacdo de ambos. Com
0 objetivo de solucionar este problema, varios estudos estdo sendo tracados a fim de aumentar
a eficiéncia enzimética (ALVIRA et al., 2010).

No processo da hidrélise enzimatica a celulose é atacada por sistemas de enzimas
extracelulares, que resulta primeiramente da interacdo sinergética entre a endo-p-(1,4)-
glucanases e exo-p-(1,4)-glucanases (celobiohidrolases) para o rendimento da celobiose que é
posteriormente clivada para glicose pela B-(1,4)-glucosidades. As endoglucanases atuam
randomicamente para hidrolisar a celulose amorfa e solubilizar derivados deste
homopolissacarideo. Essa reagdo envolve a clivagem das ligagdes B-(1,4)-glucosidades com
uma pequena liberacdo de agUcares redutores. Por sua vez, celobiohidrolases, atacam a celulose
por ambos os finais, redutor e ndo redutor, da cadeia de celulose. Finalmente, as B-glucosidases
completam o processo de hidrolise catalisando a hidrélise de residuos de celobiose em glicose,
ou removendo residuos glicosil do final ndo redutor de celooligossacarideos soluveis,
oligbmeros, Figura 8 (WATANABE e TOKUDA, 2010).
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Figura 8 — Mecanismo de acgdo da celulase.
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Fonte adaptada de (BINOD et al., 2011).

As hemicelulases sdo enzimas importantes na degradacdo das hemiceluloses,
permitindo que as fibras de celulose se tornem mais acessiveis. Por ter uma alta complexidade
estrutural, varias enzimas sdo requeridas para a degradacdo da hemicelulose, dentre elas,
algumas como a-Larabinofuranosidase, a-D-glucuronidase, a-D-galactosidase e acetil-xilano-
esterase atuam nas cadeias laterais. Apos a liberacdo, das cadeias laterais, a cadeia principal
composta por xilana pode ser clivada por xilanases e B-Xilosidases. As xilanases sdo as
principais enzimas responsaveis pela hidrélise da xilose. A endo-1,4-B-xilanase despolimeriza
a xilose pela hidrolise aleatoria, enquanto a B-xilosidase hidrolisa pequenos oligossacarideos
em xilose livre. Dessa forma, a a¢do conjunta de celulases e hemicelulases torna hidrolise de
materiais lignocelulésicos mais eficaz com maior rendimento em monossacarideos livres
(FARINAS, 2011; GIRIO et al., 2010; RYABOVA et al., 2009).
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3.9.2 Enzimas Comerciais

O desenvolvimento na producdo enziméatica comercial, intensifica-se cada dia mais e
busca melhorar a producéo e a qualidade de enzimas celul6sicas comerciais, seja pela sele¢do
de melhores cepas, pelo aperfeicoamento de linhagens comerciais por engenharia genética, ou
pelo desenvolvimento de bioprocessos mais eficientes. Grandes empresas em biotecnologia tém
investido no melhoramento de linhagens produtoras de celulases com o objetivo de reduzir os
custos dessas enzimas, dentre elas, se destaca a Novozymes. Com o melhoramento das
linhagens o custo foi reduzido de aproximadamente US$ 5,40 para US$ 0,20 / galdo de etanol
(MOREIRA, 2005).

As caracteristicas dos complexos enzimaticos Cellic® CTec2/HTec2. A Cellic®
CTec2/HTec2 sdo um blend de enzimas de alto nivel de converséo, tolerantes a inibidores,
compativeis com diversas biomassas lignocelulosicas. Sua maior caracteristica é, utilizar
dosagens pequenas de enzima, viabilizando a producdo de etanol e otimizando o processo
industrial (NOVOZYMES, 2012).

As enzimas dependem de parametros especificos para atuarem de forma otimizada, tais
parametros como, intensidade e tipo de agitacdo, relacdo Enzima versus. Substrato, fator de
diluicdo, carga enzimatica, temperatura e pH da reacdo. Algumas variaveis ja sdo otimizadas
pelo proprio fabricante. Contudo, as demais necessitam de estudos mais profundos a fim de

buscar um 6timo do processo. A Tabela 5, descreve as caracteristicas da Cellic® Ctec2/HTec2.
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Tabela 5 — Descricdo das caracteristicas da Cellic® CTec2 e HTec2.

Produto Cellic® CTec2 Cellic® HTec2
Complexo de celulase para
degradacéo da celulose em

Especificagdes acucares fermentesciveis

técnicas Um blend de celulases
agressivas, alto nivel de - Percentual de celulase

glicosidades, hemicelulases

Alta eficiéncia de conversao

Endoxilanase com alta especificidade para
hemicelulose soluvel

Pode melhorar a hidrélise da celulose
Eficiente para alta
concentracdo de solidos
Tolerante a inibidores

quando combinada com CTec2

Utilizavel para substratos com pré -

Caracteristicas ) L tratamento acido/basico
Compativel com vérios tipos

de biomassa e pré-tratamento

Converte hemicelulose em acgucares

Alta concentracao e fermentesciveis
estabilidade
Até menos de 50% de dosagem Até menos de 20% de dosagem de
de enzimas enzimas
Baixas operacdes e custo de
Beneficios capital Aumenta os rendimentos de etanol

Altos carregamentos de solidos
e aumenta os rendimentos de
etanol

Fonte: Adaptada de (NOVOZYMES, 2012).

Proporciona o aumento e a flexibilidade
dos processos de pré - tratamento

3.10 CROMATOGRAFIA LIQUIDA

A Cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo, fundamentada na
migracdo diferencial dos componentes de uma mistura, que ocorre devido a diferentes
interacdes, a fase movel e a estacionéria. A grande variedade de combinacdes entre fases méveis
e estacionarias torna esta técnica extremamente versatil e de grande aplicacdo. Os avangos na
instrumentacao para cromatografia tém permitido analises mais rapidas e precisas, culminando
com o aumento da produtividade dessa técnica e a sua aplicacdo em problemas mais complexo
(GUILLARME et al., 2010).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é uma técnica instrumental que
pode ser utilizada para a separagdo de carboidratos em uma mistura complexa. Sabe-se que
carboidratos exibem uma fraca absorbancia na regido do espectro eletromagnético, mesmo na

regido do ultravioleta e medi¢es com detector de indice de refracdo podem ser feitas para
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quantificacdo de agUcares. O sistema de CLAE, na sigla em inglés "HPLC" é composto por um
conjunto de equipamentos especiais: reservatorio e sistema de bombeamento de fase mével,
amostrador (injetor manual ou automatico), sistema analitico/forno (coluna cromatogréafica —
fase estacionaria), sistema de detec¢do, sistema de registro e tratamento de dados. O objetivo
principal da cromatografia é separar individualmente os diversos constituintes de uma mistura
de substancias seja para identificacdo, quantificacdo ou obtencdo da substancia pura para 0s
mais diversos fins. Possui a vantagem por ser uma técnica simples porém com um custo
elevado, rapidez nos resultados de analises e utiliza quantidades pequenas de amostra para
avaliacdo (DA SILVA, 2012).

3.11 PLANEJAMENTO DE EXPERIMENTOS

As utilizagdes de planejamento de experimentos vém sendo aplicada como uma
ferramenta para verificar o funcionamento de sistemas ou processos, permitindo a melhorias
destes, como a reducéo na variabilidade e conformidade préximas do resultado desejado, além
de diminuic¢éo no tempo de processo e, consequentemente, nos custos operacionais. A utilizacéo
de planejamentos experimentais que estejam embasados em fundamentos estatisticos
proporciona aos pesquisadores a obtencdo de um nimero maximo de informac6es do sistema

em estudo, a partir de um nimero minimo de experimentos.

O DOE (Desing of Experiments) foi desenvolvido na década de 1920 pelo Sir R. A.
Fisher, na Rothamsted Agricultural Field Research Station, em Londres, Reino Unido. A partir
do desenvolvimento de Fisher a técnica passou a ser introduzido e aplicada na agricultura, por
tais razbes, muitas pesquisas e desenvolvimento do DOE foram realizados, principalmente, na
industria quimica. O Fisher sistematicamente introduziu pensamentos e principios estatisticos
dentro da investigacao do planejamento de experimentos, incluindo o conceito de planejamento
fatorial e a analise da variancia. Apesar de as aplicacdes de planejamento estatistico na industria
terem comecado em 1930, essa metodologia se tornou mais conhecida na década de 50, atraves
do estudo sobre superficie de resposta, desenvolvido por Box e Wilson (CALADO e
MONTGOMERY, 2003; ROWLANDS e ANTONY, 2003).

Para Rodrigues e lemma (2014), o planejamento experimental, baseado nos
fundamentos estatisticos, é sem duvida alguma uma ferramenta poderosa para se chegar as

condicdes otimizadas de um processo, desenvolvimento da formulagdo de produtos dentro das
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especificagdes desejadas ou simplesmente para avaliar efeitos ou impactos que os fatores tém

nas respostas desejadas.

Para usar a metodologia de planejamento de experimentos, é necessario que todos 0s

envolvidos no experimento tenham compreensédo de como os dados serdo analisados. Para tanto,

deve-se elaborar um procedimento, podendo utilizar as diretrizes descritas a seguir, propostas

por Calado e Montgomery (2003).

Anélise do processo no todo.

Escolha dos fatores (variaveis independentes) e dos niveis (minimos e maximos) que
serdo avaliados.

Selecéo das variaveis resposta (variaveis dependentes).

Escolha do planejamento experimental mais adequado (Delineamento Composto
Central Rotacional, Delineamento Fatorial Completo/Fracionado, Delineamento de
Plackett-Burman, Delineamento de Box - Behnken).

Realizacdo dos ensaios conforme indicado pelo delineamento experimental.

Anélise dos dados (Modelo Obtido, Analise de Varianciay/ANOVA, Superficie de
Respostas e Curvas de Contorno).

Conclustes e Recomendacoes.

A técnica também apresenta algumas limitagdes que devem ser consideradas:

Grandes variagdes dos fatores podem resultar em falsos resultados.

Os fatores criticos ndo foram especificados corretamente.

A regido de 6timo pode ndo ser determinada devido ao uso de uma faixa muito estreita
ou ampla.

Como em qualquer experimento, resultados destorcidos podem ser obtidos se 0s
principios classicos da experimentacdo ndo forem seguidos (casualizacédo, repeticao e
controle local, os dois primeiros de forma obrigatéria).

Superestimar a computacdo, o pesquisador dever utilizar de bom senso, das suas
revisoes bibliograficas e de seu conhecimento sobre o processo para chegar a conclusdes

apropriadas a seus dados.

Um dos métodos de avaliacdo do planejamento experimental é a analise e otimizagao

de superficies de resposta. Obtém-se, assim, relagdes entre uma ou mais respostas de interesse,

que sdo medidas analiticas, e um determinado numero de fatores, que sdo controlados e
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influenciam a resposta do processo. Desta forma, este estudo permite que se verifique,
quantifique e otimize esta influéncia, sendo possivel a obtencdo das melhores condicGes para
realizacdo de determinado processo e/ou para a obtencdo de um produto com as caracteristicas
desejadas (RODRIGUES e IEMMA, 2014).

Com os resultados obtidos no planejamento é possivel calcular os efeitos principais e de
interacdo das variaveis sobre as respostas, especificar os efeitos mais significativos e ajustar um
modelo linear, de primeira ordem, ou um modelo quadrético, de segunda ordem,
correlacionando as variaveis de entrada e as respostas. Dentre as vantagens da metodologia de
superficie de resposta, a principal é que seus resultados sdo resistentes aos impactos de
condicdes ndo ideais, como erros aleatorios e pontos influentes, isso se da devido a metodologia
ser robusta. Outra vantagem é a simplicidade analitica da superficie de resposta obtida, pois a
metodologia gera polindmios. Apos o ajuste do modelo aos dados, é possivel estimar a
sensibilidade da resposta aos fatores, além de determinar os niveis dos fatores nos quais a

resposta apresenta valor de maximo ou minimo (XU et al., 2003).

3.11.1 Delineamento de Composto Central Rotacional (DCCR)

O experimento composto central rotacional € o mais popular dentre os planejamentos
de experimentos de segunda ordem. Basicamente, estes experimentos sdo compostos de um
ponto central, que serd executado com réplicas e de pontos axiais. Este delineamento pode ser
utilizado quando se deseja verificar a curvatura de um plano, ou seja, verificar a existéncia de
termos quadraticos no modelo de regressdo. E utilizado para experimentos onde k
(fatores/variaveis independentes) > 2. Este delineamento contém pontos da parte cubica
codificados para (+ 1), pontos axiais codificados para (z a, ondeo= (2¥)*#) para testar o modelo
de segunda ordem e o ponto central que geralmente possui 3 até 6 repeticdes. Assim, nimero
de tratamentos passaria a ser: fatorial 2%+ ponto central + 2*k pontos axiais. Por exemplo, para
2 fatores, 22+2*2+4 pontos centrais, totalizando, 12 ensaios. A Figura 9 representa os pontos
experimentais para o caso de 2 variaveis independentes (CALADO e MONTGOMERY, 2003).
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Figura 9 — Pontos de experimentos de um delineamento composto central.
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De acordo com Calado e Montgomery (2003), em um DCCR, quatro diferentes modelos

podem ser testados:

e Somente termos lineares dos efeitos principais.

e Termos lineares e quadraticos dos efeitos principais.

e Termos lineares dos efeitos principais e interacdes de segunda ordem.

e Termos lineares e quadréaticos dos efeitos principais e interacdes de segunda ordem.

Neste delineamento para tornar possivel a execucdo, a0 menos aproximada, da

inferéncia estatistica, € usual que sejam feitas repeticdes nos pontos centrais, tal procedimento,

fornece a viabilidade do calculo de residuos e, consequentemente, do erro padrdo, atendendo o

principio basico e obrigatério da estatistica que € a repetibilidade. Os pontos axiais tambem

conhecido por pontos de rotabilidade sdo importantes para 0 modelo de segundo ordem, pois

fornecem previsdes através da regido de interesse das variaveis independentes. A rotabilidade

é uma propriedade esférica, no entanto ndo € importante ter uma rotabilidade exata para se ter
um bom planejamento (CALADO e MONTGOMERY, 2003; RODRIGUES e IEMMA, 2014).
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4 MATERIAS E METODOS

4.1 PREPARACAO DAS AMOSTRAS

Para a realizacdo deste trabalho, utilizou-se a casca de arroz, como fonte de material
lignocelulésico, que foi doada gentilmente por uma empresa beneficiadora de arroz na cidade
de Gurupi, Tocantins (215 km da Capital Palmas).

42 CARACTERIZACAO DA COMPOSICAO QUIMICA DA CASCA DE ARROZ

As anélises para a caracterizacdo quimica da casa de arroz foram utilizadas como
referéncia foram, teor de umidade, cinza, extrativos, lignina, holocelulose e alfacelulose. A
metodologia empregada foi desenvolvida por Saraiva Morais e Colaboradores (2010). Toda
vidraria e materiais, utilizados nesta etapa foram previamente lavados, autoclavados e secos. A

casca de arroz in natura foi moida previamente para facilitar os procedimentos metodologicos.

4.2.1 Determinacdo do Teor de Umidade

Foi pesado uma quantidade de aproximadamente 2,0g da casca de arroz no cadinho de
porcelana. Em seguida, foi levado a estufa e permaneceu a 105 + 2 °C, por trés horas. Apos este
tempo, pesou-se apds o resfriamento até a temperatura ambiente. Com o conhecimento dos
valores da massa do recipiente (MR), da massa da amostra umida (MAU), da massa do conjunto
recipiente/amostra imida (MRAU) e da massa do conjunto recipiente/amostra seca (MRAS), é

possivel a determinacdo do teor de umidade (TU%), de acordo com a Equacao 1 a seguir:

(MRAU — MRAS) % 100%
MAU

=TU% (1)

4.2.2 Determinacdo do Teor de Cinzas

Assim como na determinacdo do teor de umidade, pesou 2,0g da casca de arroz, levou-
se amufla com programacéo no aparelho para uma rampa com 9,6°C/min até que a temperatura
de 600°C. Apds o decorrer de trés horas, a temperatura foi reduzida para 200°C por mais uma
hora. Com o conhecimento dos valores da massa do recipiente (MR), da massa da amostra
(MA) e da massa do conjunto recipiente/amostra calcinada (MRAC), foi possivel o célculo da

determinagé&o do teor de cinzas totais (TC%), de acordo com a Equagéo 2 a seguir:
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MRAC — MR

X 100% =TCY
A peTe @

4.2.3 Determinacgdo do Teor de Extrativos

A extracdo foi feita por Soxhlet, colocou-se um cartucho feito com papel filtro contendo
4,0g de casca de arroz. Ao baldo de vidro, adicionou 150 mL de acetona pura. O conjunto balao-
extrator foi colocado em uma manta aquecedora conectada ao condensador em um periodo de
cinco horas de extracdo. O extrato foi transferido para uma placa de porcelana com a massa
determinada. A placa de porcelana foi posta em uma estufa a 105 + 2°C permanecendo por uma
hora. Com o conhecimento dos valores da massa do recipiente (MR), da massa da amostra
(MA), da massa do conjunto recipiente/extrativos (MRE) e da massa do conjunto
recipiente/residuo de solvente (MRRS), foi possivel o célculo da determinagdo do teor de
extrativos (TE%), de acordo com a Equacéo 3 a seguir:

MRE — MRRS
MA

X 100% = TE% (3)

4.2.4 Determinacdo do Teor de Lignina

Na determinacéo de lignina de Klason, segundo a norma adaptada TAPPI T 222 om-22
(2002c), utilizou cerca de 1,0 g de casca de arroz, colocado em um almofariz, com17mL de
acido sulfarico 72% (m/m). Apos, 15 minutos de agitacdo vigorosa e cuidadosa com o pistilo,
deixou em repouso por 24 horas. Depois de decorrido o tempo de digestdo, adicionou-se dgua
destilada até um volume de 323mL ao almofariz a fim de obter uma diluicdo do acido sulfarico
até 4%, transferiu-se guantitativamente o contetdo para um baldo de 1.000mL. O baldo foi
colocado em uma manta aquecedora, conectado a um condensador, e mantido sob refluxo por
4 horas, contadas a partir do inicio da fervura. Ao final do tempo de refluxo, a mistura foi
resfriada a temperatura ambiente. A massa do funil de vidro sinterizado foi medida e conectada
a um sistema de filtracdo a vacuo. Na metade da filtracdo, desligou-se a bomba e o filtrado foi
recolhido para a determinacéo de lignina solGvel. O funil foi levado para uma estufa a 105 +

2°C e secado. Com base na massa do funil limpo e seco (MF); na massa da amostra (MA); na
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massa do funil somada & massa de lignina, apos a secagem em estufa (MFL); e na massa do
funil com cinzas, apos calcinacdo em mufla (MFC), pode-se calcular o teor de lignina insoltvel

(TL1%), conforme a Equacao 4 a seguir:

MFL — MF

Para a determinacdo da lignina soltvel foi realizada uma varredura da absorbancia de
280nm a 215nm. Com base nesses valores, empregou a Equacdo 5, na qual CLS representa a
concentragdo de lignina solGvel, em gL, Azis representa a absorbancia a 215nm, e Agso

representa a absorbancia a 280nm:

CLS = 4,53 X Az15 — A2s80 )
300

Como a amostra tinha um volume de 323mL, multiplicando-se a CLS por 0,323L (323
mL.), foi obtida a massa de lignina soltvel (MLS). Por fim, a obtencéo do teor de lignina solivel
(TLS%) a Equacédo 6 foi utilizada:

MLS

425 Determinacdo do Teor de Holocelulose

Em um erlenmeyer de 500mL, adicionou-se cerca de 3,0g da casca de arroz em 120mL
de agua destilada. Um banho-maria com temperatura constante a 70 + 2°C foi preparado. Ao
erlenmeyer, foi acrescido 2,59 de clorito de sddio e 1mL de acido acético sob agitacdo durante
uma hora. Apos esse tempo, foi realizada uma nova adicdo de 2,5g de clorito de s6dio e 1mL
de &cido acético, por mais uma hora. Ao final desse tempo, adicionou -se, mais uma vez, 2,59
de clorito de sddio e 1mL de &cido acético, por mais trés horas. Ap6s um total de cinco horas
de reacdo, resfriou-se o conjunto em banho de gelo durante 30 minutos. Com &gua destilada,
lavou o erlenmeyer e assim transferiu o contedo para o sistema de filtragdo & vacuo com pesos

medidos. O funil foi levado para uma estufa a 105 + 2°C por 18 horas. Ap0s a estufa, o conjunto
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funil-holocelulose foi seco a temperatura ambiente por 30 minutos, e por fim mediu a massa do
funil com holocelulose. Com base na massa do funil limpo e seco (MF); a massa da amostra
(MA); e a massa do funil somada a massa de holocelulose (MFH), pode-se calcular o teor de
holocelulose (TH%), conforme a Equacao 7:

MFH — MF

- 0f, — 0,

42.6 Determinagdo do Teor de Alfacelulose

Cerca de 1,0g da holocelulose obtida anteriormente foi pesada e colocada em um
almofariz a temperatura ambiente. Adicionou-se, 15mL de uma solu¢do de NaOH a 17,5%
(m/v), aguardou-se dois minutos de contato entre a solucdo e a celulose, e, entdo, comegou-se
a triturar o material por oito minutos. Terminado esse tempo, adicionou-se 40mL de agua
destilada ao almofariz, e transferindo o conteudo, quantitativamente, para o funil de vidro. O
contetdo do almofariz foi cuidadosamente transferido para o funil com uma agitacdo constante,
para evitar qualquer possivel perda de precipitado no interior. Apds a filtracéo a vacuo, o funil
foi levado para uma estufa a 105 + 2°C por 18 horas. Apés a etapa de estufa, o conjunto funil-
holocelulose foi seco durante 30 minutos a temperatura ambiente, por fim, mediu a massa do
funil somada a massa de alfacelulose. Com base na massa do funil (MF); a massa da amostra
de holocelulose (MAH); e a massa do funil somada a massa de alfacelulose (MFA), pode-se

calcular o teor de alfacelulose (TA%), conforme a Equacéo 8 a seguir:

MFA — MF

43 PRE-TRATAMENTO DA CASCA DE ARROZ

A casca de arroz foi pré-tratada usando uma solucdo de hidroxido de sédio 4%, em
autoclave a 121°C por 15 minutos. As condicdes de reacdo foram com 100g da casca de arroz
em 2000mL da solucdo de hidroxido de sédio a 4%, 1:20 (m/v). O conjunto obtido, foi ajustado
a um pH 2,0 durante 30 minutos com &cido fosférico e logo neutralizado com hidroxido de
sodio até pH 7,0. O material recuperado foi filtrado a vacuo. Logo, um volume proporcional de

agua destilada foi adicionado ao volume do material sélido da casca de arroz recuperada por
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filtracéo e essa mistura foi autoclavada a 121°C por 15 minutos, a suspensao foi filtrada e o

material s6lido passou por desidratacdo em estufa a 105+ 2°C por 24 horas.
44 ESPECTROFOTOMETRIA NO INFRAVERMELHO

A avaliacdo do impacto do pré-tratamento de forma qualitativa foi realizada por
espectrometria no infravermelho (FTIR). Devido ao fato da casca de arroz ndo ser translucida,
utilizou-se a deteccdo por reflecténcia total atenuada (ATR), programada para 04 scans por

leitura, nas faixas de 600 a 2000 cm™. Utilizou-se aparelho Agilent FT-IR Cary-630.
4.5 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

A metodologia utilizada foi a mesma proposta por Ghose (1987). Em tubos de ensaios
de 25mL, adicionou-se tiras de 1x6 cm (50 mg) de papel filtro Whatman n°1 e 1,0mL de tampéo
citrato 50mM (pH 4,8). Iniciou-se, a reacdo, adicionando 0,5 mL de diferentes dilui¢cbes
enzimaticas. Os respectivos brancos (enzima e substrato) e diferentes diluicbes do padrdo de
glicose (10 mg mL 1) foram submetidos as mesmas condicOes de calibragdo para curva padrio
de glicose. Apds o tempo de 60 minutos as reacOes tiveram a adi¢cdo de 3mL do reagente de
DNS, usadas por Miller (1959), e fervidas por 5 minutos. Logo apos, foi adicionado 20mL de
agua destilada em cada tubo, realiza-se assim as leituras de absorbancia no espectrofotémetro
a 540nm. Para o célculo da atividade de celulases totais (FPU), foi estimado a concentracao
enzimatica responsavel por liberar exatamente 2 mg de glicose. Apds encontrar a diluicao
enzimatica por esta liberacdo de 2mg de glicose (uma diluicdo enzimatica de 1/200 equivale a

0,005), a atividade enzimatica foi determinada pela Equacéo 9:

0.37 (9)
FPU = . _ . - unidadesml~1
Concentracgao de enzima para liberar 2.0mg de glicose

46 HIDROLISE ENZIMATICA

Apos a determinacdo da atividade enzimatica da enzima comercial doadas gentilmente
pela empresa Novozymes, realizou-se a hidrolise com a casca do arroz previamente pré-tratada
em solucdo tampdo citrato de sddio na incubadora, sob as condigdes de 150 rpm, a 50 °C e pH
5,0. Apos a hidrélise as amostras foram colocadas em banho-maria a 100 °C para inativar as
enzimas e conservadas em freezer. Para analise de rendimento da hidroélise enzimatica ao longo
do periodo, utilizou a Equagdo 10 adaptada de (CHEN et. al, 2007), onde a CLAE é a
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concentracdo de agucares estimada no cromatégrafo (g/L), FT é o fator de correcdo para
calcular a concentracao polimérica dos aglcares dada a concentragdo monomeérica dos agucares
(glicose = 0,9), Branco séo os valores de glicose da hidrélise exatamente no tempo Oh, CML é
a concentracdo do material lignoceluldsico (g/L) e o Teor de Celulose é o valor percentual da

celulose do material lignocelulésico.

CLAE x FT — Branco (10)

IJ =
CML * Teor de Celulose

47 CROMATOGRAFIA LIQUIDA

As concentragdes de glicose foram determinadas por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) adaptadas do método de BALL et al., (2011), nas seguintes condi¢des:
coluna Agilent Hi-Plex Ca, 7.7 x 300 mm, 8 um (PL1170-6810), temperatura de 85 °C, agua
deionizada como fase mével em um fluxo de 0,6 mL/minuto, com volume de injecdo de 20uL
em um detector de indice de refracdo com corridas de 20 minutos. Antes de serem injetadas no
cromatografo, as amostras foram centrifugadas a 14000 rpm, filtradas e desgaseificadas. As

concentragdes foram calculadas a partir de curvas de calibracdo obtidas com solugdes padrao.
4.8 ANALISE ESTATISTICA

A fim de verificar a influéncia das variaveis independentes concentragcdo enzimatica (mL)
e massa da casca de arroz pré tratada / material lignocelulésico (g), foi realizado um
planejamento experimental por delineamento de composto central rotacional (DCCR), 2%+ 4
pontos axiais + 4 pontos centrais totalizando 12 ensaios em resposta de 24, 48 e 72 horas de
reacdo. O software Statistica® v.12.0 foi utilizado para as analises graficas e de regressdo. A
andlise estatistica do modelo foi realizada por meio de anélise de variancia (ANOVA). A analise
incluiu o teste F de Fisher (significancia do modelo total) e coeficiente de determinagdo R?, que
mede o ajuste do modelo de regressdo. A analise também incluiu o valor t de Student para os
coeficientes estimados e suas probabilidades associadas. Para cada variavel, os modelos
quadraticos foram representados por meio de graficos de superficie de resposta e curvas de

contorno.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51 CARACTERIZACAO DA COMPOSICAO QUIMICA DA CASCA DE ARROZ

A caracterizacdo da composicdo quimica do material lignocelulésico é fundamental para
a eficiéncia das etapas de pré-tratamento e hidrolise enzimatica. O tipo de pré-tratamento
empregado é um fator importante e sua escolha ira depender das caracteristicas e dos
componentes quimicos do material lignocelulésico, tendo como finalidade evitar a formacéo de
coprodutos inibidores da hidrélise e assim otimizar o rendimento na producdo de agucares
(CHANDRA et. al, 2012). A Tabela 6 apresenta a composi¢do quimica da casca de arroz
empregada no presente trabalho. Esta composi¢cdo pode variar conforme o processamento e

condigdes de crescimento da cultura no campo.

Tabela 6 — Composi¢do Quimica da Casca de Arroz.

Componentes Concentracéo (%)
Holocelulose 64,23
Alfacelulose 35,65
Hemicelulose 28,58
Lignina Insoluvel 23,70
Lignina Solavel 5,90
Umidade 8,13
Extrativos 4,65
Cinzas 7,41

Fonte: Do autor (2017).

Conforme observado na Tabela 6, a quantidade de holocelulose encontrada no trabalho
foi de 64,23%, similar a de Horst (2013) com 65,99% e superior ao de César et al. (2017) com
56,06%, Paula (2010) com 52,61% e Macedo et al. (2014) com 55,83%. A holocelulose é usada
para determinar o teor dos carboidratos totais presentes na casca de arroz, englobando os valores
da celulose, pentoses, hexoses e hemicelulose. Outros materiais que sdo empregados com
sucesso em processos ha etapa de hidrélise sdo o bagaco de cana, a palha de cana, o capim
elefante e a serragem que possuem cada um, em torno de 70,31%, 65,65%, 61,87% e 57,71%,
respectivamente (CESAR et al., 2017; HORST, 2013; MACEDO et. al, 2014; PAULA, 2010).

A celulose é o composto natural mais abundante nos materiais lignoceluldsicos. E um

polimero linear constituido de varias ligacdes de glicose. A alfacelulose é propriamente a
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celulose ndo degradada pelo processo de analise. O teor encontrado no trabalho foi de 35,65%,
semelhante ao de Hickert (2010) com 35,00%, Saha e Cotta (2008) de 35,00% e Johar et al.
(2012) também com 35,00%, outros materiais lignocelulésicos como bagaco de cana, palha da
cana e palha de arroz apresentam teores de 45,68%, 36,70% e 28,00-36,00%, respectivamente
(GRASEL et al., 2017; PRATTO et al.,, 2014; REDDY; YANG, 2005).

A hemicelulose é estruturalmente semelhante a celulose sendo composta por cadeias
ramificadas de acUcares de pentoses, como xilose e arabinose, e hexoses, como glicose, manose
e galactose. O teor de hemicelulose calculado foi realizado pela diferenca entre holocelulose e
alfacelulose, sendo de 28,58%, proximo ao encontrado na literatura, tal como Johar et al. (2012)
que obtiveram 33,00% de teor na casca de arroz. Em relacdo a outros materiais lignoceluldsicos,
a casca de arroz estudada apresentou teores de hemicelulose similares, como a espiga de milho
entre 32,00-35,00%, a palha de cevada entre 27,00-38,00% e bem superior a fibra de bananeira
entre 6,00-8,00%. Com a determinacgéo dos teores de celulose e hemicelulose, estima-se melhor

as quantidades de enzimas necessarias na etapa de hidrolise (SANTOS et al., 2012b).

A lignina é uma estrutura complexa, compde a parede celular, fornece suporte estrutural,
impermeabilidade e resisténcia ao acesso da celulose e hemicelulose da casca de arroz e dos
materiais lignoceluldsicos. O teor de lignina obtido foi de 23,70%, um pouco abaixo dos teores
encontrados por Hickert (2010) de 29,00% e de Marchesini et al. (2016) de 30,63%.

A importancia em se determinar o teor de lignina esta relacionado a escolha do melhor
pré-tratamento do material lignoceluldsico empregado no processo, por tais consequéncias,
através de um método apropriado para o pré-tratamento, ocorre a diminui¢do do aparecimento
de compostos fenolicos inibidores das enzimas na etapa de hidrélise enzimatica (RODRIGUES,
2016).

Pode-se observar, pelos dados da Tabela 6 para os demais teores, que a casca de arroz
apresentou teor de extrativos de 4,65%, de cinzas de 7,41% e umidade de 8,13%. Os extrativos,
incluem-se varios compostos, como, alguns sais, agucares e polissacarideos acidos ou ésteres
graxos, alcoois de cadeia longa e compostos fendlicos. As cinzas representam a matéria mineral
da casca de arroz, o alto teor de cinzas presentes neste material lignocelulésico, deve-se
exclusivamente a sua grande quantidade de silica, do total de cinzas calculados,
aproximadamente 72,00% é devido a silica. A umidade caracteriza a quantidade de agua
presente na casca de arroz. As diferengas entre os teores avaliados e comparados da casca de

arroz deste trabalho com os da literatura pode estar associada a origem da casca de arroz,
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constituicdo do solo, clima, época da colheita, infeccOes e pragas, método de plantio, e também
de diferengas nas técnicas de caracterizagdo (DELLA et al, 2006; PINO et al., 2007,
SILVERIO et al., 2006).

5.2 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO

Neste trabalho, foram obtidos espectros de absor¢édo no infravermelho da casca de arroz
antes e ap0s o pré-tratamento. Esta analise foi realizada com intuito de verificar de forma
qualitativa a influéncia do pré tratamento proposto no material lignoceluldsico. A Tabela 7, foi
utilizada para identificacdo das bandas nos espectros da casca de arroz in natura e pré-tratada.

Tabela 7 — Bandas do Infravermelho.

Comprimento de Onda (cm™) Origem da Banda
1675-1660 Estiramento C=0 em anel aromético conjugado
1605-1600 Vibracéo do anel aromatico
1515-1505 Vibracao do anel aromatico
1470-1460 Deformacoes C-H
1430-1425 Vibracao do anel aromatico
1370-1365 Deformacoes C-H
1330-1325 Anel sirigil
1275-1270 Anel guaiacil
1230-1220 Estiramento C-C, C-O
1030-1172 Estiramento C-O de grupos éster conjugados de ligninas
700-1030 Deformacgoes C-H, C-O

700< C-H fora de plano de unidades p-hidroxifenil

Fonte: Adaptada de (HOAREAU et al., 2004).

O Grafico 1, representa os espectros da casca de arroz in natura na cor verde, e da casca
pré-tratada, na cor rosa. As bandas associadas a celulose estdo entre 786-1030 cm?,
caracteristica de regibes amorfa da celulose, resultado da vibracdo de estiramento no plano do
anel sacarideo e deformacdo C-H. Nessa faixa € possivel relacionar as possiveis alteracdes na
estrutura quimica da celulose durante o pré —tratamento. As ligacdes B(1- 4) entre unidades de
glicose sdo encontradas proximas a regido de 900 cm, ap6s a banda de 786-830 cm™, encontra-
se a p-hidroxifenil, que é um dos precursores da lignina e nota-se influéncia do pré - tratamento
utilizado no trabalho nessa regido. Pode-se ainda verificar que houve diferencas de intensidade

do sinal entre a casca in natura e a casca pré - tratada na banda proxima de 900 cm?, a flexdo
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C-H, caracteristica de éteres alifaticos e aromaticos, no entanto, ndo é caracteristica de ligninas.
A regido entre 1030-1172 cm™ ¢ a regido proveniente do estiramento do grupo C-O e C-O-C
de ligacOes glicosidicas em anéis de piranoses e estiramento de C=0 em grupo alifatico em
unidade de guaiacila, caracteristicas da lignina. As bandas de 1030-1319 cm, esto associadas
a flexdo de OH no plano de celulose cristalina, correspondente a vibragdes de C-O e flexdo de
C-H também no plano da celulose cristalina, devido aos anéis aromaticos combinados com
estiramento e deformacdo no plano de C-H. As modificagfes na estrutura da casca com 0 uso
do pré - tratamento com hidréxido de sddio, causam substituicfes eletroliticas dos anéis
aromaticos da lignina que facilitam a sua solubilizagdo conforme observado na banda 1420 cm’
1. O grande diferencial do pré - tratamento é observado na diminuicdo da intensidade do sinal
na regido do 1030 cm, relacionadas as ligacGes glicosidicas. O relaxamento das ligacOes nesta
regido pode ter contribuido substancialmente para o acesso do coquetel enzimatico utilizado no
presente trabalho aumentando sua eficiéncia (ADEBAJO; FROST, 2004; COSTA; MANSUR,
2008; ERNESTO et al., 2009; HUANG et al., 2011; LABAT, 2008; SHEN et al., 2010; XU,
SUN; LU, 2006; ZHANG et al., 2011).



Grafico 1 — Espectros do Infravermelho da casca de arroz in natura e pré-tratada.
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Fonte: Do autor (2017).
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53 DETERMINACAO DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS DA CELLIC® CTECE

HTEC 2

A hidrolise da celulose em celobiose, glicose e outros agUcares é feita por um complexo

enzimatico de celulases (endoglucanases, exoglucanases e B-glicosidades) que agem de forma

sinérgica atacando a estrutura da celulose (GHOSE, 1987). Antes de iniciar 0s experimentos de

hidrolise, foi realizada a determinacédo da atividade enzimatica do complexo enzimatico Cellic®

CTec e HTec 2 para melhor estimar a quantidade de Coquetel Enzimatico utilizado no processo

de hidrolise. Inicialmente de acordo com a metodologia proposta por Ghose (1987), foi plotada

uma curva padrdo de glicose, Gréafico 2, para estimar a quantidade necessaria para liberar 2 mg

de acUcar através de 0,5 mL de enzimas em diferentes diluicdes em 60 minutos de reacdo. Os

Graficos 3 e 4 relacionam as diluicdes da Cellic® CTec e HTec 2, e suas respectivas

concentragdes, assim como a glicose liberada durante a reacao.



Gréfico 2 — Curva Padrdo de Glicose em funcdo da absorbancia em 540nm.
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Fonte: Do autor (2017).

Gréfico 3 — Determinacgéo de glicose liberada por 0,5 mL de Cellic® CTec 2 em fungéo das
diferentes diluicdes.
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Fonte: Do autor (2017).
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Grafico 4 — Determinacdo de glicose liberada por 0,5 mL de Cellic® HTec 2 em fungdo das
diferentes diluigdes.
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Fonte: Do autor (2017).

Segundo o método proposto por Ghose (1987) uma unidade de atividade de enzima,
baseia-se na liberacdo exata de 2 mg de glicose (2,00/0,18 pumol) por 0,5 mL de solucéo de
enzima diluida em 1 hora de reacdo. Desta forma com as equacdes das retas obtidas nos Graficos
11 e 12, foi possivel determinar a atividade enzimatica da Cellic® CTec e HTec 2 para liberar

exatamente 2 mg de glicose em funcdo das diluigdes, na Tabela 8.

Tabela 8 — Atividade Enzimatica das enzimas comerciais Cellic® CTec e HTec2.

Enzima Atividade Enzimatica (FPU/mL)
CTec 2 97,37
HTec 2 54,41

Fonte: Do autor (2017).

Existe uma grande diferenca na literatura de metodologias para determinacdo de
atividade enzimatica, e uma ampla faixa de atividades encontradas para 0s mesmos complexos
enzimaticos. Como os valores encontrados por Pengilly e colaboradores (2015) que obtiveram
para Cellic® CTec e HTec2, 112 FPU/mL e 77 FPU/mL, respectivamente, Isoroi e
colaboradores (2012) obtiveram 148 FPU/mL na CTec2 e os autores Kim e Kim (2013) 84
FPU/mL também na CTec2.

Portanto, o complexo enzimatico utilizado neste trabalho possui um alto valor de

atividade e esta no limiar proximo ao encontrado na literatura. As variagdes nos valores
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reportados na literatura se deve possivelmente a uma diferenca nos lotes do complexo

enzimatico ou ainda nas imprecisdes das analises, dada as elevadas dilui¢des requeridas.

54 AVALIACAO DE DIFERENTES MASSAS DE MATERIAL
LIGNOCELULOSICO EM DIFERENTES QUANTIDADES DE COQUETEL
ENZIMATICO

54.1 Anélise do Planejamento Experimental

Com o intuito de averiguar a eficiéncia da hidrélise enzimatica através do Coquetel
Enzimatico de enzimas comerciais Cellic® CTec e HTEc 2 foi proposto um Delineamento de
Composto Central Rotacional (DCCR), 22 + 2 * 2 pontos axiais + 4 pontos centrais, totalizando
12 ensaios. Respeitando a cinética do processo, para cada ensaio do DCCR, foram retiradas
amostras em funcdo do tempo para determinacdo da concentragdo de glicose liberadas, como
mostra o Gréfico 5. Os niveis utilizados e o planejamento experimental estdo apresentados nas
Tabelas 9 e 10, respectivamente.

Gréfico 5 — Acompanhamento da liberacdo de glicose em funcédo do tempo (0, 24, 48 e 72
horas) para cada ensaio do DCCR.
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Fonte: Do autor (2017).

Nesta etapa, analisou-se a eficiéncia da liberacdo de concentragdo de glicose com
méaximo de Material Lignocelul6sico e com minimo de Coquetel Enzimatico. De acordo com

Kinnarinen e Hakkinen (2014) a etapa de hidrélise, preé-tratamento e producdo de enzimas sdo
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responsaveis por quase metade do custo total da producéo do bioetanol, devido ao alto preco
das enzimas, por tais razfes o importante foi avaliar as quantidade minimas de enzimas
necessarias para atingir altos rendimentos de hidrélise. De forma geral, como mostrado no
Gréfico 5, nos ensaios 3, 4 e 6, 0 aumento do Material Lignocelul6sico em 72 horas de hidrélise
ocasionou um aumento da concentracdo de glicose, como também mostrado nos ensaios 1, 2, 3
e 4. Devido ao aumento da concentracdo do Coquetel Enziméatico, em funcdo do tempo

observado, houve um aumento da concentragéo de glicose.

Tabela 9 — Valores utilizados no DCCR para Concentracdo e Rendimento de glicose.

Variaveis Unidade -1,41 -1 0 1 1,41
Material Lignocelulésico g 0,5 0,7 1 1,3 1,5
Coquetel Enzimatico mL 0,1 0,114 0,15 0,186 0,2

Fonte: Do autor (2017).

Tabela 10 — Planejamento Experimental utilizando duas variaveis para Concentragcdo e
Rendimento de glicose na etapa de hidrolise enzimaética.

Material Coqugtgl Material Coqugtgl Concentracdo Rendimento
Lignocelul6sico (g) Enzimatico Lignocelulésico (g) Enzimatico (o/L) (%)
(mL) (mL)
Ensaios Variaveis Codificadas Variaveis Reais Respostas
1 -1 -1 0,7 0,114 7,45 45,63
2 -1 1 0,7 0,184 8,79 53,79
3 1 -1 1,3 0,114 10,02 33,02
4 1 1 1,3 0,186 11,96 39,43
5 -1,41 0 0,5 0,15 7,93 67,96
6 1,41 0 1,5 0,15 12,19 34,83
7 0 -1,41 1 0,1 10,28 44,04
8 0 1,41 1 0,2 10,05 43,09
90© 0 0 1 0,15 12,01 51,48
100© 0 0 1 0,15 12,01 51,46
11© 0 0 1 0,15 12,05 51,66
12© 0 0 1 0,15 12,36 52,99

Fonte: Do autor (2017).

A avaliacdo dos resultados foi realizada pelo software Statistica® v.12.0 possibilitando
o célculo dos coeficientes de regressdo e os modelos matematicos que descrevem a influéncia
das condigdes experimentais sobre a varidvel dependente de resposta. Em virtude das respostas

obtidas no Gréfico 5 em funcdo dos tempos (0, 24, 48 e 72 horas) foi escolhido a concentracdo
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em 72 horas para os calculos de rendimentos, devido ao fato das concentragdes de glicose neste
tempo terem sido maiores em quase todos os ensaios, utilizada como a resposta do planejamento

experimental, sendo apresentados assim os coeficientes de regresséo na Tabela 11.

Tabela 11 — Coeficientes de Regresséo do rendimento em 72 horas (%).

Erro
Fatores Efeito Padrao t(3) p - valor  Coeficientes
Média 47,9083 0,367511 130,3588 0,000001  47,90831

(1)Material

Lignocelulésico(L) -18,4167 0,519202 -35,4711 0,000049  -9,20833

(1)Material

Lignocelulésico(Q) -0,3794 0,585520 -0,6480 0,563149  -0,18971

(2)Coquetel Enzimatico(L)  -1,1427 0,294116 -3,8854 0,030215  -0,57137

(2)Coquetel Enzimatico(Q) -0,4578 0,158559 -2,8874 0,063146  -0,22891

1L*2L 2,1695 0,370403 5,8571 0,009923 1,08474
Fonte: Do autor (2017).

De acordo com Rodrigues e lemma (2014), a grande variabilidade inerente dos
bioprocessos que envolvem as enzimas, pode-se considerar inicialmente significativos os
parametros com p — valores menores que 5%, caso ndo haja significancia desejada entre as
variaveis estudadas, optar por parametros com p-valores menores que 10%. A partir disso,
observa-se que apenas as variaveis lineares, Material Lignocelulésico e Coquetel Enzimatico,
junto com a sua interacdo (1L*2L) foram estatisticamente significativos ao nivel de

significancia de 5% (p<0,05), representadas em negrito na tabela.

O gréfico de Pareto, representado no Grafico 6, mostra as variaveis em ordem de
importancia para o0 modelo de regressdo. A linha vertical mostra que os coeficientes estdo

significativos ao nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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Grafico 6 — Representagdo das varidveis significativas dos efeitos padronizados.

(1) Material Lignocelulésico (g)(L) -35,471
1Lby2L 5,857073
(2) Coquetel Enzimatico (mL)(L) -3,88537
Coquetel Enzimatico (mL)(Q) +2,88742
Material Lignocelulésico (g)(Q) -,648018
p=,05

Efeito Estimado Padronizado (Valor Absoluto)

Fonte: Do autor (2017).

A Tabela 11, descreve o0 modelo de regresséo a partir dos valores codificados. Os termos
lineares estao associados a letra “L” e os termos quadraticos a letra “Q”. A partir das varidveis
significativas ao nivel de 5% de significancia, a Equacdo 11, descreve o rendimento em 72
horas previsto pelo modelo em funcdo das variaveis codificadas significativas. Onde Xi

representa o Material Lignoceluldsico e x. representa o Coquetel Enzimatico.

Rendimento (%) = 47,91 — 9,21 * x1 — 0,57 * x2 + 1,08 * x1 * x2 (11)

A partir do modelo reparametrizado devido a significancia das variaveis encontradas,
na Tabela 12, foi realizado uma Andlise de Variancia (ANOVA) para verificar a significancia

e falta de ajuste do modelo reparametrizado encontrado.



Tabela 12 — ANOVA do modelo reparametrizado do rendimento em 72 horas (%).

Soma de Grau de Quadrado F-
Fonte de Variagdo  Quadrado Liberdade Medio Calculado  p-valor
Reqgressdo:
(1) Material
Lignocelulésico  678,23648 1 678,23648  1258,2007 0,000049
(9)(L)
(2) Coquetel
Enzimético 10,35721 1 10,35721 19,2137  0,021985
(mL)(L)
1L*2L 18,49237 1 18,49237 34,3053  0,009923
Residuos 297,28 8 37,16
Falta de Ajuste  295,66435 5 59,13287 109,6978 0,001356
Erro Puro 1,61716 3 0,53905
1007,3432 11
Total 0
R2=70,49%

Fonte: Do autor (2017).

Uma das formas de avaliar a qualidade do ajuste do modelo reparametrizado é através
do coeficiente de determinagdo (R?), que mostra como os dados obtidos se ajustam ao modelo.
O coeficiente de determinacdo fornece uma medida da propor¢édo da variacdo explicada pela
equacdo de regressdo em relacdo a variacdo total das respostas. Valores entre 10-19%, uma
correlacdo bem fraca, de 20-39%, uma correlagéo fraca, de 40-69%, uma correlacdo moderada,
de 70-89%, uma correlacdo forte, de 90-100%, uma correlacdo muito forte (WERKEMA e
AGUIAR, 2006).

Desta forma, o R%foi de 70,49%, ou seja, 70,49% dos dados foram bem representadas
pelo modelo gerado e este valor € bom para um planejamento estatistico. De acordo com
Rodrigues e lemma (2014), a magnitude do coeficiente de determinacdo pode fornecer
informacGes importantes para a formulacao de interpretacfes sobre o experimento. No entanto,

outros parametros como a falta de ajuste podem complementar as discussoes.

A regressdo de acordo com a Tabela 12, foi altamente significativa ao nivel de 5% de
significancia (negrito na Tabela), contudo a falta de ajuste apresentou também significancia
(p=0,001356), sendo assim, o0 modelo encontrado ndo pode ser considerado preditivo mesmo

com um bom coeficiente de correlagdo dos dados.

A falta de ajuste é explicada devido ao fato de que o quadrado médio do erro puro

apresenta um valor muito inferior ao quadrado médio da falta de ajuste, devido a boarepeticéo
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dos ensaios dos pontos centrais (Ensaios 9,10,11 e 12), isso faz com que a razdo entre eles

resulte num valor muito alto para o F-Calculado obtido, e torne a falta de ajuste extremamente
significativa (CASARIN et al., 2016; SAXENA et. al, 2009; RIBEIRO et al., 2008). Apesar do
modelo ndo ter sido considerado preditivo a superficie de resposta e curvas de contornos,

considerando apenas os efeitos significativos, sdo apresentadas no Gréafico 7 e 8, a fim de
demonstrar a tendéncia do processo estimada pelo modelo encontrado.

Gréfico 7 — Superficie de resposta para o rendimento em 72 horas de reacdo na hidrolise
enzimatica.
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Gréfico 8 —Curvas de Contorno para o rendimento em 72 horas de reacdo na hidrdlise
enzimatica.
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Fonte: Do autor (2017).

O melhor resultado de rendimento em 72 horas para a hidrolise enzimatica neste
experimento, foi o do ensaio 5 com 67,96% de rendimento, na qual representa uma
concentracdo de glicose de 7,93 g/L, apds a hidrolise. O Ensaio 6, apresentou a maior
concentracdo de glicose liberada, 12,19 g/L, isso se da pela alta quantidade de Material
Lignoceluldsico utilizada, no entanto um rendimento de apenas 34,83%. Os rendimentos
obtidos foram maiores com uma menor quantidade de Material Lignoceluldsico, tais resultados
eram esperados, uma vez que as enzimas conseguem degradar a maioria do material presente
em quantidades menores de Material Lignocelulésico, como ¢é ilustrado no Gréafico 8, onde

mostra a regido de altos rendimentos estimados na cor vermelho.

Os dados analisados em cada ensaio mostraram outros agucares nas anélises por CLAE
(Cromatografia de Alta Eficiéncia), contudo, aglcares como a celobiose apresentaram picos
com concentrag@es acima dos valores das concentragdes estimadas pelos padrdes (0,5-20 g/L)
e a xilose juntamente com a arabinose apresentaram valores muito abaixo dos valores das

concentragdes estimadas nos padroes.
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O uso do Coquetel Enzimatico proposto ndo foi o suficiente para quebrar totalmente a
celobiose. Este acucar € um inibidor das celulases durante a hidrdlise enzimética da celulose.
Além disso, em uma possivel etapa de fermentacédo as leveduras industriais utilizadas, ndo sao
capazes de assimilar a celobiose como agucar fermentescivel, resultando em uma incompleta
conversdo do hidrolisado proveniente da celulose em etanol. Em ambos os casos, ha diminuigdo
do rendimento. Portanto, a utilizagdo de maiores quantidades de Cellic® CTec 2 (B-
glicosidases) é necesséria para se obter melhores Rendimentos (SUN e CHENG, 2002).

A velocidade das reacfes enzimaticas bem como os fatores que influenciam € estudada
pela cinética enzimatica. Os principios gerais da cinética das reacdes quimicas aplicam-se as
reacOes catalisadas enzimaticamente e a propria saturacdo enzimatica com o Material
Lignocelulosico. As enzimas do Coquetel Enziméatico se ligam as moléculas do Material
Lignocelulosico em uma regido especifica denominada sitio de ligacdo. Muitos tipos de
substancias ou até mesmo acucares, como a celobiose, inibem ou saturam as enzimas. Desta
forma uma molécula inibidora quando apresenta estrutura semelhante ao da celulose que se liga
a enzima para realizar a catalise, a mesma impede ou diminui a acdo catalitica enzimatica
completa, que seria a transformacao total da celulose em glicose, portanto o inibidor satura as

enzimas e reduz a liberacao de glicose no processo (SOUZA, 2016).

Os resultados apresentados nos Graficos 7 e 8 demonstram claramente que a
concentracdo de glicose e o rendimento nos ensaios estdo diretamente associados a quantidade
de Material Lignoceluldsico presente na hidrolise enzimatica, enquanto estas duas variaveis
respostas tém relacdo marginalmente mais estreita com o Coquetel Enzimatico. Por tais razdes,
estes pontos serdo considerados na definicdo de uma melhor condicdo de planejamento para a

hidrélise enzimatica.
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54.2 Andlise do Segundo Planejamento Experimental

Em busca de um melhor rendimento foi proposto um novo planejamento experimental
baseado na tendéncia do primeiro planejamento. A partir do delineamento de composto central
rotacional (DCCR) foi proposto um novo planejamento 22 + 2*2 pontos axiais + 4 pontos
centrais, totalizando 12 ensaios. Assim como no primeiro planejamento experimental foi
respeitado a cinética do processo, na qual, para cada ensaio do DCCR foram retiradas amostras
em funcdo do tempo para determinacdo da concentracdo de glicose liberadas, como mostra o
Gréafico 9. Os niveis e as varidveis testadas foram alteradas e estdo representados nas Tabelas
13 e 14, respectivamente. E importante destacar que os limites de operagdo de cada uma das
variaveis estudadas neste planejamento experimental foram definidos como base no primeiro
planejamento e, tendo-se em mente sempre a questdo da viabilidade técnico-econdmica do

Processo.

Gréfico 9 — Acompanhamento da liberacdo de glicose em funcédo do tempo (0, 24, 48 e 72
horas) para cada ensaio do DCCR no segundo planejamento experimental.
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Fonte: Do autor (2017).

O Gréfico 9 demonstra a liberacdo de glicose em funcdo de 0, 24, 48 e 72 Horas de
reacdo. Cada ensaio apresenta uma quantidade menor de Material Lignocelulésico e uma

quantidade maior de Coquetel Enzimatico quando comparado ao Grafico 5 (primeiro
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planejamento). Por isso, os valores de liberacdo de glicose tiveram uma regido de concentracgoes
menores aos encontrados no primeiro planejamento. Similarmente ao primeiro planejamento os
ensaios com maior quantidade de Material Lignoceluldsico (Ensaios 3, 4 e 6) apresentaram
também maiores concentracdes de glicose em funcéo do tempo.

Tabela 13 — Valores utilizados no DCCR para concentracdo e rendimento de glicose no
segundo planejamento experimental.

Variaveis Unidade -1,41 -1 0 1 1,41
Material Lignoceluldsico g 0,25 032 05 068 0,75
Coquetel Enzimatico mL 0,2 0,228 03 0372 04

Fonte: Do autor (2017).

Tabela 14 — Planejamento Experimental utilizando duas varidveis para concentragdo e
rendimento de glicose na etapa de hidrolise enzimatica.

i DoV OO st rnd
Lignocelul6sico (g) (mL) @ (mL) (o/L) (%)
Ensaios Variaveis Codificadas Variaveis Reais Respostas

1 -1 -1 0,32 0,228 4,48 60,04
2 -1 1 0,32 0,372 5,98 80,07
3 1 -1 0,68 0,228 9,14 57,58
4 1 1 0,68 0,372 9,88 62,3

5 -1,41 0 0,25 0,3 4,49 77
6 1,41 0 0,75 0,3 11,04 63,06
7 0 -1,41 0,5 0,198 6,19 53,06
8 0 141 0,5 0,402 7,36 63,09
9© 0 0 0,5 0,3 8,04 68,95
100 0 0 0,5 0,3 7,89 67,66
11© 0 0 0,5 0,3 8,11 69,54
12© 0 0 0,5 0,3 8,03 68,8

Fonte: Do autor (2017).

Como realizado no primeiro planejamento experimental foram escolhidas as
concentragdes de glicose em 72 horas de reacdo para os calculos de rendimento. Analogamente
ao primeiro planejamento foi utilizado o software Statistica v12.0 para avalicdes dos
coeficientes de regressdo e modelagem matematica das condigdes experimentais avaliadas.
Através da variavel resposta rendimento, foram calculados os coeficientes de regressao

apresentadas na Tabela 15.
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Tabela 15 — Coeficientes de Regresséo do rendimento em 72 horas (%) do segundo

planejamento experimental.

Erro
Fatores Efeito Padrao t(3) p - valor  Coeficientes
Meédia 68,7366 0,391747 175,4617 0,000000 68,73664
(1)Material i i i
Lignocelulésico(L) 9,9872 0,554014 -18,0270 0,000372 4,99360
_ ()Material 17684 0610407 12,8549 0,064846  0,88418
Lignocelulosico(Q)
(2)Coquetel Enzimatico(L)  9,7324 0,554014 17,5671 0,000402 4,86621
(2)Coquetel Enzimatico(Q) -10,1909 0,619407 -16,4526 0,000489  -5,09544
1*2 -7,6562 0,783494 -9,7719 0,002277  -3,82812

Fonte: Do autor (2017).

De acordo com a Tabela 15, observa-se que as varidveis lineares, Material

Lignocelulosico e Coquetel Enzimatico, a variavel quadratica Coquetel Enzimatico junto com

a sua interacdo (1*2) foram estatisticamente significativos ao nivel de significancia de 5%

(p<0,05), representadas em negrito. O grafico de Pareto, no Grafico 10, mostra as variaveis em

ordem de importancia para 0 modelo de regressdo. A linha vertical mostra os coeficientes que

estdo significativos ao nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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Grafico 10 — Representacéo das variaveis significativas dos efeitos padronizados.

(1) Material Lignocelulésico (g)(L) -8,244

(2) Coquetel Enzimatico (mL)(L) 8,03031

Coquetel Enzimatico (mL)(Q) -7,52088

1Lby2L -4,46696

Material Lignocelulésico (g)(Q) 1,305058

p=,05

Efeito Estimado Padronizado (Valor Absoluto)

Fonte: Do autor (2017).

A partir da representacdo do Gréafico 10, nota-se que no segundo planejamento a variavel
Coquetel Enzimatico teve um efeito mais significativo do que o primeiro planejamento (Grafico
14), o que era esperado, devido as modificagdes na regifo observada das variaveis. E importante
observar neste planejamento que tanto as variaveis Material Lignocelulésico quanto a Coquetel
Enzimatico sdo diretamente proporcionais ao rendimento. Sendo assim, a partir das variaveis
significativas ao nivel de 5% de significancia, a Equacdo 12, descreve o rendimento em 72
horas previsto pelo modelo em funcéo das variaveis codificadas. Onde x; representa o Material

Lignoceluldsico e x» representa o Coquetel Enzimatico.

Rendimento (%) = 68,74 — 4,99 * x1 + 4,87 * x2 — 5,09 * x2,— 3,83 * x1 * X2 (12)

Encontrado o modelo reparametrizado, devido a significancia das variaveis obtidas na
Tabela 16, foi realizado uma Analise de Variancia (ANOVA) para verificar a significancia e

falta de ajuste do modelo reparametrizado gerado.



Tabela 16 — ANOVA do modelo reparametrizado do rendimento em 72 horas (%).

Soma de Graude  Quadrado F-
Fonte de Variagdo Quadrado Liberdade Medio Calculado p-valor
Reqressao:
(1)Material
Lignocelulésico
(9)(L) 199,49 1 199,49 324,97 0,00037
(2)Coquetel
Enzimatico
(mL)(L) 189,44 1 189,44 308,60 0,00040
(2)Coquetel
Enzimatico
(mL)(Q) 185,31 1 185,31 301,88 0,00042
1L * 2L 58,61795 1 58,61795 95,4902 0,002277
Residuos 22,63 7 3,23
Falta de Ajuste 20,78794 4 5,19698 8,4660 0,055205
Erro Puro 1,84159 3 0,61386
Total 655,48838 11
R2 = 96,55%

Fonte: Do autor (2017).

A resposta rendimento em 72 horas apresentou um coeficiente de determinagdo (R?) de
96,55%, ou seja, 96,55% dos dados foram extremamente bem representados pela regressdo do
modelo reparametrizado gerado. A regressao de acordo com a Tabela 16, foi significativa ao
nivel de 5% de significancia (em negrito na Tabela), a falta de ajuste ndo apresentou
significancia, sendo assim, o modelo encontrado pode ser considerado preditivo. Em virtude

disto, o modelo representa bem a relacdo entre os efeitos e as respostas (BOX et. al, 2005;

MONTGOMERY, 2017).

Com a confirmacdo do excelente ajuste através modelo obtido por este planejamento

experimental ao nivel de 5% de significancia foram gerados a superficie de resposta e as curvas

de contornos, mostradas nos Graficos 11 e 12, para ilustrar os dados.
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Gréfico 11 — Superficie de resposta do segundo planejamento experimental.
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Fonte: Do autor (2017).
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Gréfico 12 — Curvas de Contorno para o segundo planejamento experimental.
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Tendo em vista a primeira analise de planejamento experimental, na Tabela 10, a média
de rendimento foi de 47,45%, enquanto que para o segundo planejamento, Tabela 14, a média
foi de 65,93%, 0 que era se esperado em virtude da diminuicdo da quantidade de Material
Lignoceluldsico do primeiro para o segundo planejamento. E possivel observar nas curvas de
contornos, presentes no Grafico 12, que os melhores rendimentos foram encontrados na regido
préxima a tonalidade vermelha, representada nos ensaios 2 e 5, onde as quantidades de Material
Lignoceluldsico eram menores e também nos ensaios dos pontos centrais 9, 10, 11 e 12 com
media de 68,74% de rendimento.

Em comparacdo aos ensaios em relacdo as quantidades de glicose liberada ao longo da
regido temporal observada no planejamento, nos ensaios 5 e 6 referentes aos pontos axiais do
estudo (-1,41 e +1,41) a quantidade de Material Lignocelulésica, no ensaio 5 cujo a quantidade
era baixa, a concentracdo de glicose foi de 4,49 g/L, e com o aumento do Material
Lignocelulosico, no ensaio 6, a concentragdo encontrada foi para 11,04 g/L, em contrapartida,

em relacdo ao rendimento no ensaio 5 era de 77,00% e no ensaio 6 de 63,06%.

Em relagdo a variavel Coquetel Enzimatico como mostrado nos ensaios 7 e 8, referentes
aos pontos axiais desta variavel, ocorreu um aumento tanto para concentracdo de glicose quanto
para aumento de rendimento, no ensaio 7 foi de 53,06% para 63,09% no ensaio 8. Segundo a
literatura, era esperado este aumento de rendimento, como mostrado por loelovich e Morag
(2012), que demonstraram uma maior liberacdo de aclcares com 0 aumento das enzimas na
etapa de hidrolise, apesar disso este aumento da quantidade do Coquetel Enzimatico eleva o

custo da produgcéo.

Por tais razdes, o objetivo deste trabalho foi de encontrar um equilibrio entre a
quantidade de Material Lignocelulésico e Coquetel Enzimatico que possibilite excelentes
concentragdes de glicose e rendimento, sendo o mesmo alcangado como é mostrado nos ensaios

de pontos centrais 9, 10, 11 e 12.



54.3 Validagédo Experimental do Modelo para o Rendimento

A Tabela 17, apresenta os valores observados experimentalmente e os previstos pelo
modelo para o Rendimento, contendo os erros de ajuste e os erros relativos para cada ensaio do
DCCR. O Gréfico 13 e 14 permitem avaliar a qualidade do ajuste e a for¢ca da associagao atraves
da relagdo entre os valores observados e preditos pelo valor de R? e o comportamento dos
residuos obtidos pelo modelo.

Tabela 17 — Valores do Rendimento observadas e previstas pelo modelo e os desvios para 0

DCCR.
Ensaios  Valores Observados  Valores Preditos Residuos Erro Relativo (%)
1 60,03951 60,8247 -0,7851 1,307720759
2 80,07158 78,2133 1,8583 -2,320751368
3 57,57749 58,4937 -0,9162 1,591259461
4 62,29708 60,5699 1,7272 -2,772528347
5 77,00333 77,5670 -0,5637 0,732045615
6 63,06463 63,4430 -0,3784 0,599948799
7 53,06205 51,6639 1,3981 -2,634927579
8 63,08742 65,4276 -2,3402 3,709458341
9© 68,95001 68,7366 0,2134 -0,309456082
10© 67,66343 68,7366 -1,0732 1,586107702
11© 69,53711 68,7366 0,8005 -1,151137039
12© 68,79602 68,73664 0,05938 -0,086309066

Fonte: Do autor (2017).



Grafico 13 — Valores observados versus preditos pelo modelo para o rendimento.
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Gréfico 14 — Estudo dos residuos para validacdo do modelo experimental proposto.
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Pode-se observar que os erros relativos encontrados na Tabela 16 foram baixos na regido
desejada, ensaios 5, 6, 7 e 8. Por apresentar erros relativos baixos nos pontos axiais (-1,41 e
+1,41), baixa e maxima, tanto para varidvel Material Lignocelulésico quanto para Coquetel
Enzimaético, confirmou-se o bom ajuste do modelo gerado. Além disso, por ter apresentado um
R? de 96,55% ocorreu uma boa concordancia dos dados, como era de se esperar baseado nos
resultados da anélise de variancia, na Tabelal6. Em relacdo ao Gréafico 14, um modelo ajustado
deve apresentar em seus residuos comportamentos aleatérios e valores préximo ao zero ou ndo
muito distantes de zero, sendo assim, o modelo obtido atende a estas caracteristicas (BOX et.
al, 2005; CALADO e MONTGOMERY, 2003; RODRIGUES e IEMMA, 2014).

A partir das analises da superficie de resposta e curvas de contorno foi possivel
determinar as condicdes para que se obtenha 0 maximo rendimento do processo. Tais condicdes
de processo sdo apresentadas nos ensaios 2 e 5, e principalmente nos ensaios do ponto central
(9, 10, 11 e 12), onde os valores em que as variaveis proporcionam as caracteristicas desejadas

do processo, foram:

0) Rendimento do processo marginalmente proximo ou superior a 70% e, obviamente,
inferior a 100%.
il) A concentracdo de glicose deve ser adequada, na medida que seja possivel obter

uma alta conversdo da celulose em glicose quando se utiliza uma grande quantidade

de Material Lignocelulosico.

Em suma, apesar da existéncia de desvios entre os resultados observados e preditos, 0s
resultados obtidos no ensaio de validacdo foram satisfatorios. Tais resultados mostram que a
utilizacdo do planejamento experimental por delineamento de composto central rotacional
promove a otimizacdo de mais de uma resposta, estabelecendo condigdes que garantam o

resultado desejado para o processo final.
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6 CONCLUSOES

No processo de hidrélise enzimatica o complexo enzimético Cellic® CTec e HTec 2,
mostrou-se eficiente por possuir enzimas de alta eficiéncia que hidrolisam a celulose e
hemicelulose, o que contribui para a obtencdo de bons valores de conversdo da celulose em

glicose.

No primeiro planejamento quando a concentracdo de casca de arroz na hidrdlise
enzimatica era alta, constatou-se que as concentracdes de aglcares aumentaram, porém, o
rendimento da hidrélise diminuiu com 0 aumento da mesma. Observou-se que a quantidade de
Material Lignocelulésico é diretamente proporcional a liberagdo de aglcares, mas também é
afetada pela transferéncia de massa durante a hidrolise enzimatica. Notou-se, que quantidades
alta de casca de arroz dificulta na adsorcdo das enzimas e causam o baixo rendimento do
processo. Foi possivel confirmar, neste primeiro planejamento, a necessidade de adicionar mais
Cellic® CTec2 (B-glicosidase), ja& que com ela é possivel converter maior quantidade de

celobiose presente no meio para glicose.

No segundo estudo, feito os devidos ajustes nos valores das variaveis, ocasionou um
aumento de rendimento e assim o valor do coeficiente de determinacéo (R?) foi maior do que o
primeiro, confirmando um melhor ajuste dos dados. Concluiu-se que o aumento das
concentracdes do Coquetel Enzimatico com um melhor ajuste na quantidade de Material
Lignocelulosico, tiveram efeito positivo no processo e fizeram com que os rendimentos do

planejamento aumentassem.

Uma vantagem em utilizar o delineamento de composto central rotacional para a
otimizacdo é ter um excelente planejamento aplicando técnicas estatisticas gerando bons
resultados do processo. Em suma, a validacdo dos modelos determinados pelo planejamento
experimental para conversao e concentracdo de glicose demonstra que a otimizacdo planejada
foi alcancada com éxito. E finalmente o melhor rendimento da condicéo de hidrélise enzimatica

dentro da faixa investigada foi de 80,07%.
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6.1 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Com base no projeto desenvolvido, foi verificado a necessidade de varias acbes que

deverdo ser estudadas em todo o processo para uma melhor viabilidade do uso da casca de arroz

e/ou outro material lignoceluldsico para producgdo de bioetanol, tais como:

1)
2)
3)
4)

5

6)

8)

Andlise de custos e balangos de massa para avaliar a viabilidade do pré-tratamento
e comparar com outros pré-tratamentos.

Estudar diferentes condigdes de pré-tratamento com intuito de se diminuir ou
minimizar a concentracdo dos inibidores na biomassa pré-tratada.

Avaliar o efeito dos inibidores e estudar a melhor forma de minimiza-los.
Otimizar as melhores condic¢des do pré — tratamento.

Continuar os estudos de hidrolise enzimatica com o uso de enzimas comerciais em
diferentes materiais lignocelulosicos e aumento da escala de aplicabilidade.
Avaliar a agitacdo durante o processo de hidrolise enzimatica.

Aplicar modelagem cinética durante a etapa de hidrolise enzimatica usando
modelos deterministicos.

Realizar a fermentacdo dos agucares.
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ANEXOS

Figura 10 — Padréo dos agUcares por Cromatografia Liquida.
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Figura 11 — Ensaio 2 do segundo planejamento por Cromatografia Liquida.
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